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1 JOHDANTO 
Mikroskooppisen pienet tumattomat eliöt eli bakteerit ja arkeonit ovat välttämättömiä 
maapallon muille eliöille. Näiden tumattomien eliöiden aineenvaihdunnan 
monimuotoisuus on valtava. Bakteerit ja arkeonit kykenevät kierrättämään ravinteita 
tavoilla, joihin korkeamman tason eliöt eivät kykene. Esimerkiksi vain bakteerit ja 
arkeonit pystyvät sitomaan ilmasta typpeä, joka on välttämätön ravinne kaikille 
maapallon eliöille. Bakteereilla on myös merkittävä rooli sulfaatin pelkistämisessä 
sulfidiksi, sillä ilman bakteereja kemiallinen sulfaatin pelkistys sulfidiksi ei ole 
vesiympäristössä termodynaamisesti mahdollista (Jørgensen 1977, Nealson 1997). 
Vaikka bakteerit ja arkeonit ovat pieniä yksisoluisia eliöitä, puolet maapallon 
biomassasta on näissä organismeissa (Whitman ym. 1998, Torsvik & Øvreås 2002), ja 
suurin osa eläviin organismeihin varastoituneesta typestä, fosforista ja noin puolet 
hiilestä on bakteereissa ja arkeoneissa (Whitman ym. 1998). Arvioiden mukaan merien 
mikrobit tuottavat jopa noin puolet maapallon alkutuotannosta (Falkowski ym. 1998, 
Field ym. 1998, Behrenfeld ym. 2001). 
Bakteereja ja arkeoneja on arvioitu olevan maapallolla yhteensä 4–6 × 1030 solua 
(Whitman ym. 1998). Merien ja muiden vesistöjen sedimenteissä (0–10 cm) on arvioitu 
olevan tumattomia eliöitä keskimäärin 4,6 × 10
8
 – 3,1 × 109 solua ml-1 sedimenttiainesta 
(Whitman ym. 1998, Torsvik ym. 2002), eli yhteensä sedimenttien tumattomien 
eliöiden määrän arvioidaan olevan 1,7 × 10
28 
solua (Whitman ym. 1998). Sitä, miten 
tumattomien eliöiden monimuotoisuus ja valtava määrä liittyvät 
ekosysteemiprosesseihin, ei tällä hetkellä täysin tiedetä (Crawford ym. 2005, Azam & 
Malfatti 2007, Allison & Martiny 2008). 
1.1 Sedimenttimikrobien merkitys 
Merellisissä ekosysteemeissä sedimenttibakteerit ovat merkittäviä muun elämän 
kannalta suuren määrän sekä lajien ja aineenvaihdunnan monimuotoisuutensa vuoksi 
(Azam & Malfatti 2007). Ne myös pyörittävät useita meren biogeokemiallisia kiertoja, 
kuten hiilen, fosforin ja typen kiertoa eliöiden ja elottoman ympäristön välillä. Jopa   
90-99 % sedimenttien biomassasta on arvioitu koostuvan bakteereista (Nealson 1997), 
mistä johtuen merien tumattomat eliöt ovat maailmanlaajuisesti merkittävä hiilinielu ja 
siten vähentävät hiilidioksidin määrää ilmakehässä. Sedimentissä on huomattavasti 
8 
 
enemmän bakteereja ja ravinteita verrattuna yläpuolella olevaan veteen. Siten 
sedimenttibakteerit vaikuttavat sedimentin yläpuolisen veden ominaisuuksiin, kuten 
ravinteiden määrään. Sedimenttibakteerit ovat vastuussa orgaanisen materiaalin 
hajotuksesta ja ravinteiden kierrosta meren pohjassa. 
Koska bakteeriyhteisöt ovat merkittävä osa ravintoverkkoa, alkuaineiden 
biogeokemiallista kiertoa ja energiavirtaa, voidaan olettaa, että muutokset ympäristössä 
sekä ravinteiden tai saasteiden määrässä vaikuttavat bakteeriyhteisöihin ja sitä kautta 
vaikutukset heijastuvat koko ekosysteemiin. Bakteeriyhteisöissä voi tapahtua 
huomattaviakin muutoksia ympäristön vaikutuksesta tai ihmisen toiminnan 
seurauksena. Muutoksia bakteeriyhteisöissä voivat aiheuttaa erilaiset ympäristön 
häiriötekijät, kuten ilmastonmuutos ja hapettomien alueiden laajeneminen. Esimerkiksi 
runsaan ja jatkuvan sekoittumisen sekä nopeiden muutosten hapen ja ravinteiden 
pitoisuudessa on havaittu vähentävän mikrobien monimuotoisuutta ja bakteerisolujen 
määrää (Pusceddu ym. 2005, Böer ym. 2009).  
Bakteeriyhteisön rakenteen määräävät ajasta ja paikasta riippuvat eli temporaaliset 
ja spatiaaliset olosuhteet, jotka riippuvat ympäristön fysiokemiallisista ja bioottisista 
ominaisuuksista sekä sukkessiosta eli paikallisesta lajiston vähittäisestä muuttumisesta 
(Reice 1994, Bissett ym. 2006). Kuitenkin bakteeri- ja arkeoniyhteisöjen koostumuksen 
on todettu heijastelevan ympäristön tilaa. 
Mikrobiyhteisön muutoksen vaikutuksista muuhun ekosysteemiin tiedetään hyvin 
vähän. Mikrobien merkitys merenpohjan toimintoihin voi olla merkittävämpi kuin 
yleisesti oletetaan. Tutkimus on keskittynyt lähinnä häirittyihin ja häviäviin kasvi- ja 
eläinlajeihin sekä näistä koostuviin yhteisöihin unohtaen kaksi suurta eliöiden 
domeenia: bakteerit ja arkeonit. Lisäksi pohjassa elävien mikrobiyhteisöjen reaktioita 
pitkittyvään hapettomuuteen on yleisesti tutkittu hyvin vähän (Larson & Sundbäck 
2008). Tarvitaan lisää tietoa, miten sedimentin bakteerieliöyhteisö muuttuu 
hapettomuuden vaikutuksesta tutkimusasetelmassa, jossa kenttäkoe järjestetään suoraan 
eliöiden luonnollisessa elinympäristössä, in situ. Tumattomia onkin kutsuttu 
”näkymättömäksi enemmistöksi” tai ”mustaksi laatikoksi” (black box) (Whitman ym. 
1998, Allison & Martiny 2008), sillä niiden rooli ympäristön muutoksissa on pitkään 
sivuutettu, vaikka niiden vaikutus ympäristöön on epäilemättä suuri.  
Bakteeriyhteisön aiheuttamasta muutoksesta sedimenttien häirityissä 
ekosysteemeissä on tutkittu vähän osittain siksi, että niiden tutkimusmenetelmät ovat 
olleet teknisesti hyvin haastavia ja kalliita. Viime vuosikymmeninä 
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molekyylimikrobiologiset menetelmät ovat kuitenkin kehittyneet suuresti. Niiden avulla 
on osoitettu, että bakteeriyhteisöjen monimuotoisuus sedimentissä on huomattavasti 
suurempi kuin vanhat viljelyyn perustuvat tekniikat ovat antaneet ymmärtää (Bissett 
ym. 2006).  
Useissa ilmastomalleissa mikrobien merkitystä pidetään vähäisenä (Reed & 
Martiny 2007), vaikka epäilemättä mikrobien vaikutus ympäristöönsä on merkittävä. 
Sama koskee myös meriä ja merisedimenttejä, joiden ekologinen tutkimus on 
runsastunut vasta viime vuosikymmeninä molekyylibiologisten menetelmien myötä. 
Reed ja Martiny (2007) toteavatkin artikkelissaan, että esimerkiksi nitriittiä hapettavien 
mikrobien häviäminen joltain alueelta vaikuttaisi kiistatta typenkiertoon tarkastellussa 
ekosysteemissä. Vielä vaikeampaa on tutkia, miten jonkin funktionaalisen ryhmän 
monimuotoisuus vaikuttaa ekosysteemiin. Kuitenkin joidenkin viimeaikaisten 
tutkimusten perusteella on havaittu, että tietyn funktionaalisen mikrobiyhteisön lajien 
välisten suhteiden muuttuminen vaikuttaa muun muassa kemiallisten aineiden 
vapautumiseen ja muihin eliöihin ja sitä kautta koko ekosysteemiin (Reed & Martiny 
2007). 
1.1.1 Sedimenttimikrobien kasvuedellytykset ja aineenvaihdunta 
Ekosysteemillä tarkoitetaan kokonaisuutta, joka koostuu siihen kuuluvista eliöistä ja 
ympäristön elottomista kemiallisista ja fysikaalisista ominaisuuksista. Ekosysteemiin, 
kuten yhtenäiseen merialueeseen tai metsäpalstaan, kuuluvat sen asuttaneet lajit, jotka 
ovat mukautuneet parhaiten tarkasteltavaan ympäristöön. Mikrobiyhteisössä vallitsevat 
toiminnot riippuvat ekosysteemin lajien koostumuksesta, yhteisöjen koosta ja 
ympäristön fysiologisesta tilasta. Mikrobien toimintoja säätelevät myös elinympäristön 
ravinteet ja kasvuolosuhteet, kuten hapen määrä, lämpötila ja happamuus. 
Vaikka sedimentin yläpuolinen vesi olisi hapekasta, merisedimentissä happi ulottuu 
vain muutamien millimetrien tai senttimetrien syvyyteen riippuen muun muassa veden 
syvyydestä, orgaanisen materiaalin määrästä, pohjan huokoisuudesta ja pohjaa 
sekoittavien eläinten määrästä (Jørgensen 1980, Cook ym. 2007). Tästä johtuen jo aivan 
sedimentin pintakerroksessa elää tyypillisesti hapettomissa oloissa eläviä bakteereja, 
anaerobeja. 
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Bakteerit saavat energiansa siirtämällä elektroneja atomilta toiselle eli hapettamalla 
ja pelkistämällä aineita. Hapetus-pelkistysreaktiossa elektroneja luovuttava aine 
hapettuu ja elektroneja vastaanottava aine pelkistyy. 
Sedimentissä elää hyvin eri tavoilla energiaa tuottavia bakteereja. Tumattomat 
eroavat tumallisista korkeamman tason eliöistä etenkin siksi, että ne käyttävät energian 
tuottamiseksi erilaisia kemiallisia substraatteja, kuten nitraattia, mangaania, rautaa ja 
sulfaattia. Tumalliset taas pystyvät käyttämään vain joitakin yhdisteitä elektronien 
luovuttajina, ja elektronien vastaanottajana ne voivat käyttää ainoastaan happea 
(Nealson 1997). Tumattomien kyky käyttää erilaisia elektronien vastaanottajia on 
välttämätöntä, sillä merisedimenteissä on vähän happea tai sitä on vain aivan sedimentin 
pintakerroksessa, joten sedimenttibakteerien pitää pelkistää hapen sijaan muita 
elektronien vastaanottajia, jotta ne saavat riittävästi energiaa lisääntymiseen ja kasvuun.  
Sulfaatti on merisedimenteissä pääasiallinen elektronien vastaanottaja (Nealson 
1997). Sitä käytetään jopa enemmän kuin happea, sillä sulfaatin määrä merisedimentissä 
on keskimäärin 25 mM (Nealson 1997), kun vertailuna sulfaattia makeissa vesissä on 
100-250 µM. Tästä johtuen merisedimenteistä löytyy runsaasti sulfaattia pelkistäviä 
mikrobeja. 
1.1.2 Itämeren sedimenttibakteerit 
Vaikka Itämeren kasvi- ja eläinyhteisöä sekä maailmanlaajuisesti merisedimenttien 
bakteeriyhteisöjä on tutkittu paljon, tiedetään Itämeren sedimentin mikrobeista 
suhteellisen vähän tai mikrobeja koskeva tieto on hajanaista (Riemann ym. 2008). Myös 
Itämeren bakteeriyhteisön vaikutuksista tähän murtovesialueeseen on tutkittu vähän. 
Itämereen on valikoitunut murtovesiin sopeutunut bakteeriyhteisö, jonka lajisto 
vaihtelee vuodenaikojen mukaan (Riemann ym. 2008). Kuten eläin- ja kasviyhteisö, 
myös Itämeren mikrobiyhteisö saattaa olla hyvin erilainen Itämeren eri osissa, mikä 
johtuu Itämeren suolaisuuden asteittaisesta vaihtelusta ja sen allasmaisesta rakenteesta, 
jossa eri altaat rajautuvat Itämeren pohjan sedimenttikynnyksiin. 
Lähes puolet Itämeren pohjan pinta-alasta on hapetonta (Suomen ympäristökeskus 
2014). Vaikka näitä hapettomia merenpohjia kutsutaan kuolleiksi alueiksi, 
mikrobiaktiivisuusmittausten perusteella näissä sedimenteissä elää aktiivinen 
mikrobiyhteisö ja mikrobien osuus sedimentin biomassasta on huomattava (Köster ym. 
1997). Valtaosa Itämeren sedimentin mikrobeista kuuluu proteobakteereihin, etenkin 
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alfa-, beeta- delta- ja gammaproteobakteerien luokkiin, joista eniten tutkimuksissa on 
havaittu gammaproteobakteereja ja deltaproteobakteereja (Jørgensen 1977, Edlund ym. 
2006, Edlund ym. 2008, Sinkko ym. 2011). Etenkin deltaproteobakteerien ryhmään 
kuuluu paljon täysin hapettomissa oloissa eläviä bakteereja eli ehdottomia anaerobeja. 
Sedimenteissä on deltaproteobakteereihin kuuluvia sulfaattia pelkistäviä bakteerisukuja, 
jotka tuottavat vähähappisissa oloissa usein rikkivetyä (Edlund ym. 2008). 
Proteobakteerien lisäksi rannikon sedimenttinäytteissä on aktinobakteereja, 
planktomykeettejä ja asidobakteereja (Edlund ym. 2008), jotka menestyvät 
vähäravinteisissa ympäristöissä. Itämeressä on useita bakteeritaksoneita, jotka 
osallistuvat etenkin typen ja rikin kiertoon. 
Runsasravinteisissa sedimenteissä on havaittu (Edlund ym. 2006) eniten beeta- ja 
deltaproteobakteereihin sekä Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides -ryhmään 
kuuluvia bakteerilajeja ja lisäksi näillä alueilla esiintyy aktinobakteereja. 
1.2 Itämeri ja sen tila 
Itämeri on maailman suurin murtovesialue, minkä lisäksi se on suurin yhtenäinen 
vähähappinen eli hypoksinen vesialue
 
(Diaz & Rosenberg 2008, NASA Earth 
Observatory 2010). Vesiympäristöä kutsutaan hypoksiseksi, kun hapen määrä laskee    
< 2 ml O2 l
-1 
(Rabalais ym. 2010). Itämeren happitilanteen huonontumisesta on 
havaintoja jo 30-luvulta, mutta 60-luvulta lähtien vähähappisten vesialueiden osuus on 
yleistynyt huomattavasti (Diaz & Rosenberg 2008). Itämeren alueesta ja läntisestä 
Suomenlahdesta 36 prosenttia on ajoittain hypoksista (Laine & Unverzagt 2003). 
Suomea ympäröivästä alueesta eniten happikatoa esiintyy Suomenlahdella (Suomen 
ympäristökeskus 2010). Suomenlahden happipitoisuus on alimmillaan heinäkuussa ja 
suurimmillaan helmikuussa (Tamelander & Poutanen 1999). Suomenlahdella on 
Pohjanlahtea huomattavasti heikompi happitilanne (Rönnberg & Bonsdorff 2004). 
Itämeri yhdistyy valtamereen Tanskan salmen kohdalla, jossa meri on hyvin matala. 
Matala Tanskan salmi estää ajoittain vedenvirtauksen Pohjanmereltä. Lisäksi Itämeren 
altaita rajoittavien sedimenttikynnysten vesi voi olla niin matalalla, että veden virtaus 
altaiden välillä on hidasta. Vähäinen veden vaihtuvuus ja pieni kokonaistilavuus 
heikentävät Itämeren kykyä vastustaa saasteita ja ravinnekuormitusta.  
Itämeri on käyttäjilleen tärkeä vesialue. Itämeri on tärkeä kulkuväylä ja se yhdistää 
rantavaltioidensa kulttuureja. Itämeren resursseja hyödynnetään monin tavoin, 
12 
 
esimerkiksi kalastamalla, metsästämällä ja sen vesialueet, rannat ja saaristot ovat laajasti 
virkistyskäytössä. 
Itämereen kohdistuu suuri yhdyskuntien, maatalouden ja liikenteen aiheuttama 
rasitus. Itämeren valuma-alue on nelinkertainen sen pinta-alaan verrattuna. Valuma-alue 
kattaa 14 valtiota ja sen alueella elää 85–90 miljoonaa asukasta (HELCOM 2009, 
Suomen ympäristökeskus 2010). 
Itämeren eliölajit ovat makean veden tai meriveden lajeja, jotka ovat sopeutuneet 
elämään murtovedessä. Itämeren eläin- ja kasvilajiston lajimäärä on pieni verrattuna 
valtameriin tai järviin (Deaton & Greenberg 1986, Ojaveer ym. 2010), mutta joidenkin 
lajien yksilömäärä voi olla ajoittain hyvinkin suuri. Lisäksi ihmisen tuottama 
ravinnekuorma on muuttanut aiemmin vähäravinteisen Itämeren runsasravinteiseksi, 
mikä on vaikuttanut myös pohjan eliöstöön ja kasvilajeihin (Österblom ym. 2007). 
Rehevöityminen on tällä hetkellä yksi Itämeren vaikeimmista ongelmista. 
Itämereen virtaa valuma-alueilta ravinteita, kuten typpeä ja fosfaattia. Merkittävä 
kuormituksen lähde on maatalous, josta tuleva fosfori on helppoliukoista (Uusitalo ym. 
2007). Ravinteet kulkeutuvat Itämereen pääasiassa jokien mukana, mutta myös tehtaista 
sekä jätevedenpuhdistamoista valuu mereen sitä kuormittavaa ainesta. Ravinteet lisäävät 
perustuotantoa, jonka seurauksena ekosysteemin biologinen aktiivisuus lisääntyy. 
Lisääntynyt biologinen aktiivisuus kuluttaa happea, mikä pahentaa hapettomuutta. 
Lisäksi hajoamaton aines vajoaa pohjaan, jossa hajottamiseen tarvittavaa happea on 
vähemmän kuin pintavedessä (Diaz & Rosenberg 2008). 
1.3 Hapen väheneminen merissä 
Vähähappiset tai lähes hapettomat vedet ovat normaali ilmiö merissä (Helly & Levin 
2004). Luonnollisesti vähähappisia alueita merissä ovat muun muassa merien syvänteet, 
vuonot ja vesialueet, joissa kumpuava pintavesi korvautuu aika ajoin syvempien 
kerrosten kylmemmällä ja suolaisemmalla vesimassalla (Rabalais ym. 2010). Itämeressä 
vesi lämpenee alkukesästä ja tiheämpi ja siten painavampi kylmä alusvesi erottuu 
lämpimästä pintavedestä. Kerrostumisen seurauksena pohjan happimäärä vähenee, 
mistä eliöt voivat kuitenkin selvitä, mikäli hajoavan aineksen määrä ei ole suurta ja 
hajoamisaktiivisuus pysyy pienenä tai jos kerrostuminen on väliaikaista. 
Hapettomuuteen vaikuttavat useat tekijät, kuten virtaukset ja tuulet, Itämeressä 
suolavesipulssit, eliöiden aktiivisuus, lämpötila, sademäärä ja ravinnekuorma 
13 
 
(Ærtebjerg ym. 2003). 1960-luvulta lähtien rannikkoalueiden hapettomuus on 
laajentunut eksponentiaalisesti, ja vähähappisten merialueiden laajuus on 
kaksinkertaistunut jokaisen vuosikymmenen aikana (Diaz & Rosenberg 2008). Vaikka 
hapettomuus on luonnollinen ilmiö, 1900-luvulla merien hapettomien alueiden 
leviämisestä on tullut merkittävä maailmanlaajuinen ongelma. 
 
Hapettomien alueiden laajuuden leviäminen liittyy ihmisen toimintaan (Gupta ym. 
1996, Diaz & Rosenberg 2008). Hapettomia alueita syntyy eniten rannikkoalueilla, 
joiden lähellä on suuria asutuskeskuksia ja joissa vesistöön virtaa runsaasti ravinteita 
(Diaz & Rosenberg 2008, Gilbert ym. 2010). Lisäksi rannikkoalueet ovat matalampia 
kuin avomerialueet, joten rannikoilla iso osa hajoavasta aineksesta vajoaa pian pohjaan, 
mikä lisää eliöiden hajotustoimintaa ja hapenkulutusta. Myös ilmaston lämpeneminen 
odotettavasti lisää merien hapettomien alueiden laajuutta (Joos ym. 2003, Vaquer-
Sunyer & Duarte 2008). Lämpenevä ilmasto lisää eliöiden biologista aktiivisuutta, 
vähentää hapen liukenemista veteen ja aiheuttaa veden kerrostumista (Carpenter 1966, 
Stow ym. 2005, Harris ym. 2006, Rabalais ym. 2010). Ilmastonmuutoksen on ennustettu 
lisäävän sateiden määrää (Solomon ym. 2007), ja ravinteita ajautuu sateiden 
valumavesien mukana entistä enemmän vesistöihin (Diaz & Rosenberg 2008). Ilmaston 
lämpeneminen voi myös aiheuttaa myrskyjen lisääntymistä, mikä saa toisaalta aikaan 
veden sekoittumista (Diaz & Rosenberg 2008), mikä voi vähentää hapettomien alueiden 
leviämistä. Kuitenkin tuulet voivat aiheuttaa ravinteikkaan veden kumpuamista vesistön 
pohjasta kohti pintaa, mikä taas lisää alkutuotantoa ja kiihdyttää hapen kulutusta (Diaz 
& Rosenberg 2008). 
Hypoksia vaikuttaa merissä alkuaineiden biogeokemiallisiin kiertoihin, merellisten 
lajien levinneisyyteen ja rannikkoalueiden ekonomiaan (Helly & Levin 2004). 
Happikato muun muassa vaikuttaa voimakkaasti fosforin ja typen kiertoihin: 
sedimenteistä on havaittu vapautuvan kymmenkertaisesti enemmän fosforia kuin mitä 
fosforia kulkeutuu meriin (Conley ym. 2009). Jos ympäristö muuttuu yhtäkkiä erittäin 
vähähappiseksi (≤ 0,5 ml O2 l
-1
), eläimiä ja kasveja saattaa kuolla massoittain, sillä ne 
eivät ehdi siirtyä tai kulkeutua pois hapettomalta alueelta (Chan ym. 2008, Diaz & 
Rosenberg 2008, Paulmier & Ruiz-Pino 2009). Hapettomien alueiden leviäminen 
romahduttaa simpukka-, kala- ja rapukannat ja vaikeuttaa tai tekee kalankasvattamisen 
mahdottomaksi (Jørgensen 1980, Cheng ym. 2002, Breitburg ym. 2009). 
Hapettomuuden leviäminen voi vaikuttaa suuresti eliöyhteisöihin ja vaikutukset 
voivat olla pitkäkestoisia. Geologisten havaintojen perusteella valtamerissä on 
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esiintynyt laajoja happikatoja maapallon historiassa (Wignall & Twitchett 1996). 
Etenkin permikauden joukkotuhossa, joka on maapallon historian suurin 
joukkosukupuutto, hävisi jopa 96 % kaikista merellisistä eliölajeista (Tattersall 2010,   
s. 77). Tutkimushavaintojen perusteella merieliöiden massatuhojen syy on ollut 
valtamerien pitkäaikainen ja laaja hapeton kausi (Wignall & Twitchett 1996). 
Ilmaston lämpeneminen ja hypoksisten alueiden leviäminen rajoittaa eliöiden 
elintilaa, sillä monet vesieliöt suosivat etenkin viileämpää vettä (Breitburg 2002), ja 
kesäisin syvempi ja viileämpi vesi ei ole hapen vähyyden takia enää elinkelpoinen 
ympäristö. Hiekkaa ja vettä sekoittavien eliölajien väheneminen tai häviäminen edistää 
edelleen hapettomuutta (Villnäs ym. 2012), sillä ne eivät ole enää sekoittamassa 
sedimenttiin hapekasta vettä. Lajiston palautuminen hapettomuudesta toipuvalla 
alueella voi kestää vuosia (Rosenberg ym. 2002). 
1.4 Mikrobiyhteisön muutos hapettomaksi muuttuneessa 
meriympäristössä 
Bakteeriyhteisö voi reagoida häiriötekijöihin ja ekosysteemin muutoksiin, kuten hapen 
vähenemiseen kolmella tavalla (Allison & Martiny 2008). Yhteisö voi pysyä 
muuttumattomana pitkään, kun häiriötekijän vaikutus pitkittyy tai voimistuu. Tällöin 
tutkitaan, mihin pisteeseen asti mikrobiyhteisö pysyy muuttumattomana eli kuinka 
resistentti se on ympäristöolojen muutoksille. Kun tutkitaan mikrobiyhteisön 
resilienssiä, tarkastellaan bakteeriyhteisön palautumiskykyä häiriötekijän hävittyä. 
Bakteeriyhteisö voi reagoida ärsykkeeseen siten, että jokin siitä hävinnyt ryhmä 
korvautuu toisella eliöryhmällä, jolla on samanlaiset tai korvaavat biologiset toiminnot, 
mitä kutsutaan redundanssiksi. Jos yhteisö ei pysty mukautumaan näillä tavoilla 
häiriötekijään, muuttuu yhteisö lopullisesti, jolloin yhteisön kemialliset ja fysikaaliset 
prosessit muuttuvat, mikä vaikuttaa koko ekosysteemiin. 
 Sedimentin bakteerieliöyhteisön muuttumista hapettomuuden vaikutuksesta on 
tutkittu vain vähän tutkimusasetelmissa (Larson & Sundbäck 2008), joissa kenttäkoe on 
järjestetty suoraan näiden luonnolliseen elinympäristöön. Aiemmissa 
häirintätutkimuksissa bakteeriyhteisön muutosta on tarkasteltu 
mikroskopointitekniikoilla tai mittaamalla bakteeriyhteisön kokonaisbiomassaa 
(Sundbäck & Granéli 1988, Sundbäck ym. 1990), eikä bakteerilajistoa ole tunnistettu 
uusilla sekvensointimenetelmillä. Tarvitaan lisää tietoa, miten sedimentin 
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bakteerieliöyhteisö muuttuu hapettomuuden vaikutuksesta tutkimusasetelmassa, jossa 
kenttäkoe järjestetään suoraan eliöiden luonnollisessa elinympäristössä, in situ. 
Hapellisissa oloissa orgaanisen aineksen hajotustuotteita ovat pääasiassa 
hiilidioksidi, ammonium, sulfaatti ja fosfaatti, mutta hapettomissa oloissa näiden lisäksi 
mikrobit tuottavat orgaanisen aineen hajotessa metaania ja rikkivetyä. Hapettomissa 
oloissa mikrobit voivat tuottaa muille eliöille tai ympäristölle haitallisia yhdisteitä, 
kuten myrkyllistä rikkivetyä. Ympäristöön vapautuva rikkivety heikentää entisestään 
eliöiden selviytymismahdollisuuksia hapettomissa sedimenteissä ja aiheuttaa muiden 
organismien ja pohjaeläinten kuolemia jo pieninä pitoisuuksina. Esimerkiksi kaloille 
myrkyllinen pitoisuus (LC50) on vain 0,007–0,55 mg l-1 (0,2–16,1 µmol l-1 H2S
) 
(IPCS 
CEC (Työterveyslaitos) 2011). 
Typenkierto häiriintyy, mikäli hapen määrä vähenee. Bakteerit denitrifioivat eli 
muuttavat hapettomissa oloissa typpiyhdisteet typpikaasuksi, joka palautuu ilmakehään. 
Mutta toisin kuin voisi olettaa, hapettomuuden lisääntyminen merissä vähentää 
denitrifikaatiota, mikä on havaittu myös Itämerta koskevissa tutkimuksissa (Vahtera 
ym. 2007, Larson & Sundbäck 2008, Conley ym. 2009). Nitrifikaatiossa bakteerit 
hapettavat sedimentin ammoniumin (NH4
+
) nitraatiksi (NO3). Nitrifioivat bakteerit 
tarvitsevat tähän reaktioon happea. Lisäksi rikkivedyn on havaittu estävän nitrifikaation 
osittain tai jopa kokonaan (Joye & Hollibaugh 1995). Nitrifikaatio on edellytys 
denitrifikaatiolle, jossa bakteerit ja arkeonit muuttavat nitraatin edelleen ilmaan 
vapautuvaksi typpikaasuksi (N2), joka poistuu vesiympäristöstä. Vesiympäristön 
hapettomuuden onkin havaittu vähentävän denitrifioivien bakteerien määrää epäsuorasti 
(Larson & Sundbäck 2008), kun nitraatin määrä laskee hypoksisissa oloissa.  
Nitrifikaatio- ja denitrifikaatioaktiivisuuden lasku johtaa ammoniumin 
kerääntymiseen, kun bakteerit vapauttavat kuolleesta aineesta ammoniumia, joka ei 
muutukaan edelleen nitraatiksi ja typpikaasuksi. Ammonium kiihdyttää alkutuotantoa ja 
pahentaa alueen hapettomuutta (Kemp ym. 2005). Sedimenttiin varastoitunut typpi voi 
vapautua myös ajoittain ympäristöön esimerkiksi vettä sekoittavien suolavesipulssien ja 
tuulien vaikutuksesta. Ammoniumin erittyminen sedimenttiin ja sen yläpuoliseen veteen 
kiihtyy entisestään, kun hapen sijasta bakteerit pelkistävät soluhengityksessään nitraattia 
ammoniumiksi (Kemp ym. 2005). 
Kun happi loppuu, bakteerit käyttävät energiantuotossa hapettuneita yhdisteitä, 
kuten sulfaattia, nitraattia ja ferrirautaa (Fe
3+
). Sedimentin ferrirauta eli hapetettu rauta 
puskuroi sedimentin ympäristöä estäen myrkyllisen rikkivedyn tuoton (Diaz & 
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Rosenberg 2008). Hapettomissa oloissa etenkin rautaa pelkistävät bakteerit käyttävät 
ferriraudan soluhengityksessä (Jørgensen 1980), jolloin rikkivety vapautuu helpommin 
sedimentin yläpuoliseen veteen. Lisäksi raudalla on kyky pidättää sedimentin 
ioniyhdisteitä. Muun muassa fosfori on sitoutuneena usein sedimentin partikkelien 
rautahydroksidi-ioneihin, joita bakteerit pelkistävät, jolloin niihin sitoutunut fosfaatti 
liukenee veteen (Mortimer 1941). Tämä sedimentistä vapautuva fosfaatti lisää 
perustuotantoa, jonka seurauksena hapenkulutus kiihtyy. 
Runsasravinteisuus ja kausittainen hypoksia suosivat opportunistisia, lyhytikäisiä ja 
pienen solukoon omaavia sedimentissä eläviä lajeja (Jørgensen 1980). Hapettomissa 
oloissa ylemmän tason tai suurempien eliöiden määrä romahtaa ja mikrobit ovat 
vallitsevia eliöitä, jotka myös hallitsevat hapettomissa oloissa tapahtuvia toimintoja ja 
energia virtaa vähähappisissa olosuhteissa ylemmältä trofiatasolta mikrobitasolle (Diaz 
& Rosenberg 2008). Kun pohjaeliöstö kuolee, mikrobit hallitsevat energiakiertoa täysin. 
Vaikka bakteerit pystyvät hajottamaan käytännössä mitä tahansa orgaanista ainetta, 
karkeamman orgaanisen aineksen hajoaminen ei ole yhtä tehokasta, mikäli suuremmat 
eliöt ovat hävinneet ympäristöstä (Conley ym. 2009).  
Lisäksi toistuvat häiriötekijät voivat vaikuttaa mikrobilajien väliseen kilpailuun, 
sillä ne suosivat nopeasti jakaantuvia mikrobilajeja (Torsvik ym. 2002). Mikäli 
ympäristötekijät muuttuvat nopeasti, lyhyen kahdentumisajan omaavilla lajeilla on 
kilpailuetu, ja ne tulevat vallitseviksi. Tämä vaikuttaa mikrobilajien suhteellisiin 
osuuksiin ja vähentää lajien monimuotoisuutta. Terve eliöyhteisö ja lajien 
monimuotoisuus pitävät yllä ympäristön kykyä toipua hetkellisistä stressitekijöistä. 
Hapettomien alueiden leviämisen on havaittu heikentävän Itämeren sedimenttien 
eliöyhteisöjä (Larson & Sundbäck 2008, Villnäs ym. 2012). Itämeri on erityisen herkkä, 
mikäli sen alueelta häviää esimerkiksi hapettomuuden vaikutuksesta jokin 
toiminnallisesti merkittävä bakteerilaji tai -ryhmä, sillä Itämeren ekosysteemin 
palautumista haittaa sen eristyneisyys muista meristä sekä Itämeren koostuminen useista 
sedimenttikynnyksiin rajautuvista altaista (Norkko ym. 2006, Conley 2009). Erilaiset 
häiriötekijät, kuten hapettomuus, rehevöityminen ja vesistön saastuminen kaventavat 
elinympäristöä ja eliöyhteisö muuttuu ja monimuotoisuus vähenee. On vain vähän 
tietoa, mitä asteittain paheneva häiriötekijä aiheuttaa ekosysteemille. Muuttuvan 
bakteeriyhteisön vaikutuksista eri meriympäristöihin tiedetään yleisesti vähän. 
Hapettomuuden vaikutuksesta muuttunut mikrobiyhteisö saattaa vaikuttaa merkittävästi 
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ravinteiden saatavuuteen, mikä johtaa vesistön rehevöitymiseen ennestään ja 
hapettomuuden pahenemiseen ja jatkumiseen. 
1.5 Merien bakteeriekologisiin tutkimuksiin käytetyt analyysimenetelmät 
Yhdessä millilitrassa merivettä on yli 10
6
 bakteerisolua (Breitbart ym. 2008). Viljelyyn 
perustuvilla menetelmillä bakteerien määrän arvioitiin olevan jopa                            
100-1000 -kertaisesti pienempi (Breitbart ym. 2008). Ferguson ym. (1984) havaitsi 
kokeissaan, että yli 99,9 % meriveden kokonaisbakteerimäärästä ei pystytty viljelemään 
lainkaan laboratorio-olosuhteissa. Viljelymenetelmillä pystytään havaitsemaan 
yleisestikin alle 1 % bakteeri- tai arkeonilajeista (Ferguson ym. 1984, Staley & 
Konopka 1985), ja sen on havaittu antavan vääristyneen kuvan bakteeriyhteisön 
rakenteesta ja lajien määrästä suosimalla ja valikoimalla tiettyjä lajeja (Dunbar ym. 
1997). Suorat bakteerisolujen laskentamenetelmät, kuten fluoresenssimikroskopointi ja 
virtaussytometria, ovat paljastaneet, että meressä elävien mikrobien merkitys 
ravintoverkossa ja maapallon biogeokemiallisissa kierroissa on luultua merkittävämpi 
mikrobien suuren määrän vuoksi.  
Mikrobiyhteisöjen tutkiminen on haasteellista, mutta nopea molekyylibiologisten ja 
-ekologisten menetelmien kehitys on mahdollistanut viljelystä riippumattomat 
tutkimusmenetelmät, joiden avulla voidaan tarkastella bakteerien monimuotoisuutta 
vaikeastikin tutkittavista ympäristönäytteistä. Molekyyligeneettiset menetelmät, kuten 
kloonikirjastojen käyttö, perinteinen sekvensointi ja etenkin uuden sukupolven 
sekvensointimenetelmät (next generation sequencing, NGS), keskittyvät muun muassa 
eliöiden DNA:han. DNA eli deoksiribonukleiinihappoketju sisältää eliöiden 
perinnöllisen aineksen eli geneettisen koodin. Karl Woese otti konservoituneen 16S-
ribosomaalisen geenin käyttöön bakteeriluokkien erottelussa, mikä mahdollisti 
bakteerilajien erottelun geneettisten ominaisuuksien perusteella. Lisäksi Kary Mullis 
kehitti polymeraasiketjureaktiomenetelmän, jonka avulla voidaan monistaa DNA:ta 
näytteestä, jossa malli-DNA:n määrä voi olla hyvinkin pieni (Mullis ym. 1987). Uusilla 
menetelmillä merivedestä on löydetty runsaasti aiemmin tuntemattomia lajien edustajia, 
sillä bakteerilajeja ei pystytä juurikaan erottamaan toisistaan morfologisten 
ominaisuuksien perusteella (Eilers ym. 2000). 
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1.6 Työssä käytetyn terminaalisen katkokirjoanalyysin (T-RFLP) periaate 
Terminaalisen katkokirjoanalyysin (terminal restriction fragment length polymorphism, 
T-RFLP) on osoitettu olevan tehokas työkalu eri ympäristöjen bakteeriyhteisöjen 
monimuotoisuuden tarkastelussa ja erilaisten yhteisöjen vertailuissa (Liu ym. 1997).    
T-RFLP-menetelmällä voidaan tutkia ja vertailla bakteeriyhteisöjen monimuotoisuutta 
aiempia menetelmiä tarkemmin ja luotettavammin. T-RFLP on myös nopea ja edullinen 
tapa vertailla eri ympäristönäytteitä. Menetelmällä voidaan tarkastella etenkin 
bakteerilajien määrän rikkautta ja bakteeriyhteisöjen rakennetta vaikeasti tutkittavissa 
tai haastavissa näytteissä (Liu ym. 1997). T-RFLP-menetelmän kohdegeeninä käytetään 
universaalia ja konservoitunutta 16S rRNA -geeniä, jota tarkastelemalla saadaan tietoa 
koko bakteeriyhteisöstä.  
T-RFLP-analyysiä varten näytteestä eristetään kokonais-DNA, josta monistetaan 
16S rRNA -geeniä (Kuva 1) polymeraasiketjureaktiolla (polymerase chain reaction, 
PCR), joka on molekyylibiologian perusmenetelmä. PCR-reaktiossa käytetään 
jaksottaista lämpötilaohjelmaa, jossa DNA monistuu polymeraasientsyymin ja 
alukkeiden avulla, kun reaktiolämpötilaa vuorotellen nostetaan ja lasketaan (Mullis ym. 
1987). Näin 16S rRNA -geenin määrä kaksinkertaistuu eli kasvaa eksponentiaalisesti 
jokaisessa lämpötilaohjelman toistovaiheessa, jolloin saadaan riittävästi                     
16S rRNA -geenin PCR-tuotetta T-RFLP-analyysiä varten.  
PCR-monistamiseen käytetään geenin konservoituneita alueita monistavia 
yleisalukkeita, joista ainakin toisen alukkeen 5’-päässä on fluoresoiva leima.           
PCR-tuotteet katkaistaan katkaisuentsyymeillä. Katkaistut tuotteet ajetaan 
kapillaarigeelielektroforeesissa, ja laite havaitsee fluoresoivat DNA-palat eli T-RF:t 
koon mukaisessa järjestyksessä: T-RF havaitaan kapillaarissa sitä aiemmin, mitä 
lyhyempi T-RF on. Fluoresenssin intensiteetti eli piikin korkeus tai pinta-ala on sitä 
suurempi, mitä enemmän tietyn kokoista T-RF:ää näytteessä esiintyy. Havaittujen       
T-RF:ien koostumuksen avulla voidaan tarkastella näytteiden bakteeriyhteisön 
koostumusta. Tietyn kokoinen T-RF edustaa yhtä bakteerilajia tai -ryhmää eli 
bakteeritaksonia. Menetelmällä voidaan arvioida vallitsevien bakteeritaksonien 
suhteellista määrää näytteessä (Abdo ym. 2006). Harkinnanvaraisesti näytteissä 
esiintyviä yleisimpiä bakteeritaksoneita voidaan myös tunnistaa vertaamalla T-RF:ien 
kokoa geenipankeista löytyviin sekvensoituihin lajeihin sekä käyttämällä eri 
tunnistusohjelmia, joissa verrataan T-RF-profiilia geenikirjaston aineistoon. 
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Kuva 1. T-RFLP-menetelmän kulku. Muokattu kuvan laatijan Hanna Sinkon luvalla. 
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2 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET 
Työn tavoitteena oli tutkia kontrolloiduin kenttäkokein, miten Itämeren 
hiekkasedimenttipohjan mikrobiyhteisö muuttuu luonnollisessa elinympäristössään, 
mikäli hapettomuus pitkittyy sedimentissä. Tätä tutkittiin rajaamalla sedimenttipohjaan 
tutkimuspalstat, joille oli tehty eripituiset käsittelyt (0, 3, 7 ja 48 vuorokautta) estämällä 
hapen pääsy erillisille sedimenttipalstoille.  Työssä testattiin, oliko käsittelyjen välillä 
merkitsevää eroa bakteeriyhteisöjen suhteen, muuttuiko bakteeriyhteisöjen rakenne 
huomattavasti ja miten bakteeritaksonien tai -lajien suhteelliset osuudet muuttuivat, kun 
hapettomuus pitkittyi koepalstoilla. Ensimmäisenä testattavana hypoteesina oli, 
muuttuuko peitettyjen palstojen bakteeriyhteisö tilastollisesti merkitsevästi, mitä 
pidempään hapen pääsy sedimenttiin on estetty. Työssä testattiin myös, muuttuiko 
bakteeriyhteisön monimuotoisuus hapettomuuden pitkittyessä. Monimuotoisuutta 
arvioitiin tarkastelemalla eri bakteerifragmenttien määrää ja niiden esiintyvyyttä 
näytteissä. Työn tavoitteena oli arvioida, voiko bakteeriyhteisön muutoksella ja siitä 
mahdollisesti seuranneiden ravinteiden ja myrkyllisen rikkivedyn vapautumisella olla 
merkitystä koko hiekkasedimenttipohjan ja sitä ympäröivän veden ekosysteemin 
kannalta. 
Esityönä tätä tutkimusta varten tehtiin PCR-optimointi, jonka tarkoituksena oli 
testata, miten hiekkasedimenttinäytteistä saadaan riittävästi PCR-tuotetta                      
T-RFLP-analyysiä varten. Optimoinnilla pyrittiin ratkaisemaan PCR-ongelmat, jotka 
selvästi johtuivat jostain hiekkasedimenttinäytteiden PCR-reaktiota inhiboivasta 
ominaisuudesta. 
Työ tehtiin osana Suomen ympäristökeskuksessa tehtävää tutkimusta ja Anna 
Villnäsin väitöskirjatyötä, jossa tarkasteltiin koepalstojen kemiallisten ominaisuuksien 
ja korkeamman tason eliöyhteisöjen muutoksia häirityissä olosuhteissa, kun taas tässä 
pro gradu -työssä keskityttiin koepalstojen bakteeriyhteisön ominaisuuksiin 
geeniteknisin menetelmin. Työn bakteeriaineistosta saatua tietoa verrattiin myös Villnäs 
ym. (2012) saamiin tuloksiin.  
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3 AINEISTO JA MENETELMÄT 
3.1 Koejärjestely ja näytteenotto 
Pohjasedimenttinäytteet kerättiin Tvärminnen eläintieteellisen aseman läheltä (Hanko, 
N 59 º 50’ 44’’, E 23º 15’ 36’’, Kuva 2), Itämeren rannikolta, joka on murtovesialuetta. 
Asema sijaitsee noin kaksikymmentä kilometriä Hangosta itään Hankoniemellä, aivan 
Suomen eteläkärjessä.  
 
Kuva 2. Tutkimusalue. Koejärjestelyn- ja näytteenottopaikan sijainti on kuvassa punaisella 
symbolilla (●). (A) Suomen alueen Itämeri, (B) Hangon edusta, (C) Tvärminne. Kuvat A ja B 
Wikipedia Commonsista, kuva C Maanmittauslaitoksen avoimesta aineistosta 
 
Tvärminnen asema kuuluu Helsingin yliopiston bio- ja ympäristötieteelliseen 
tiedekuntaan. Asemalla tehdään laajasti ympäristön tilan seurantaa.  Asemaa ympäröivä 
alue on kasvi- ja eläinlajistoltaan monimuotoinen, ja siellä esiintyy useita uhanalaisia 
kasvi- ja eläinlajeja (Helsingin yliopisto 2015). Näytteenottopaikka on saarten 
1000 
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ympäröimä, joten se on avomerta suojaisemmalla paikalla. Näytteenottoalueella 
vallitsee leuto ilmasto. Itämerelle tyypillisesti tälläkään rannikkoalueella ei ole 
vuoroveden vaikutusta. Aseman ympäristössä on useita pienikokoisia 
luonnonsuojelualueita, jotka kuuluvat Natura 2000 -alueeseen. Tutkitulla alueella on 
hiekkasedimenttipohja.  
Ennen näytteiden keräämistä eliöyhteisöä häirittiin koejärjestelyin. Neliömetrin 
kokoisilta koepalstoilta vähennettiin hapen määrä peittämällä koeruudut happea 
läpäisemättömällä polyetyleenimuovipeitteellä. Muovipeitteellä jäljiteltiin ajelehtivia 
levälauttoja, jotka aiheuttavat ajoittain ja paikallisesti hapen vähenemistä Itämerellä 
(Norkko ym. 2010). Peitteet varmistettiin paikalleen metallikehikolla (Kuva 3). Ennen 
mikrobiologista näytteenottoa koepalstat olivat peitettynä 0, 3, 7 ja 48 vuorokautta. 
Kutakin käsittelyä kohden oli neljä rinnakkaista palstaa. Hapen määrä mitattiin kolmelta 
peitetyltä ja satunnaisesti valitulta koepalstalta. Mittaus tehtiin peitteen alta 
puolentoista, kolmen ja seitsemän vuorokauden kuluttua kokeen aloituksesta (Villnäs 
ym. 2012). Mittauksilla tarkistettiin kehittyikö palstoille peitteen alla vähähappiset 
olosuhteet (< 2 mg O2 l
-1
) eli hypoksia. Kaikki koepalstat sijoitettiin vähintään kolmen 
metrin päähän toisistaan, jotta paikalliset erot eliöyhteisön tai sedimentin kemiallisessa 
vaihtelussa eivät vaikuttaisi tulokseen (Norkko ym. 2010). 
 
 
Kuva 3. Palstan peittäminen 
Kuvat: Alf Norkko 
Kuva 4. Mikrobiologisen näytteen otto 
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Peite poistettiin varovasti rullaamalla, minkä jälkeen rinnakkaiset näytteet otettiin 
kultakin 16 palstalta samana päivänä heinäkuussa 2008. Näyte kerättiin painamalla 
aukileikattu 30 ml:n muoviruisku (Becton Dickinson & Company, Franklin Lakes, NJ, 
USA) noin 5 senttimetrin syvyyteen (Kuva 4). Koejärjestelyt ja näytteenotot tehtiin 
sukeltamalla. Näytteenottosyvyys oli neljä metriä. Näytteenottohetkellä veden lämpötila 
pohjassa oli +17 °C ja suolaisuus 5,8 ‰ (Villnäs ym. 2012). Pohja oli vähäravinteinen. 
Orgaanisen materiaalin pitoisuus oli < 1 % (Norkko ym. 2010, Villnäs ym. 2012). 
Näytteet säilytettiin -20 °C lämpötilassa ennen DNA-eristystä. Koejärjestelyn ja 
näytteiden oton suunnitteli ja toteutti Anna Villnäs osana väitöskirjatyötään (Villnäs 
2013). Koejärjestely oli suunniteltu niin, että aineistoa oli mahdollista tarkastella 
yhdensuuntaisella varianssianalyysillä eli ANOVAlla. 
3.2 Kokonais-DNA:n eristys hiekkasedimenttinäytteistä 
Kokonais-DNA eristettiin ylimmästä 3 cm:n sedimenttikerroksesta, jotta tulokset olivat 
vertailtavissa Villnäsin ym. (2012) tuloksiin. Pintakerros leikattiin aseptisesti jäisestä 
sedimenttinäytteestä. Kokonais-DNA:n eristystä varten punnittiin 0,24–0,28 grammaa 
homogenisoitua näytettä. Kokonais-DNA eristettiin kaupallisella PowerSoil
®
 DNA 
Isolation Kit  -valmismenetelmällä (MO BIO Laboratories, Carlsbad, CA, USA) 
noudattaen valmistajan ohjeita. Eristetty DNA eluoitiin autoklavoituun (121 °C, 15 min) 
BioPak-ultrasuodatettuun DNA-vapaaseen veteen (Q-pod-laitteisto, Millipore 
Corporation, Billerica, MA, USA). 
3.3 PCR-reaktion optimointi ja ribosomaalisen 16S rRNA -geenin    
PCR-monistus hiekkasedimenttinäytteiden kokonais-DNA:sta 
PCR-reaktio optimoitiin, jotta 16S rRNA -geenin tuotetta saatiin kopioitua riittävästi   
T-RFLP-analyysiä varten. Optimointi laadittiin central composite design -menetelmällä 
(CCD) ennen varsinaisten näytteiden PCR-monistusta. Optimoinnin tulokset 
analysoitiin pintavastemenetelmällä (response surface analysis) (Lenth 2009). 
Suunnitelman laatimiseen ja analyysiin käytettiin R-ohjelman rsm-pakettia (Lenth 2009, 
R Development Core Team 2013). 
PCR-tuotteen saanto optimoitiin lisäämällä reaktioon magnesiumkloridia (MgCl2) 
(Finnzymes Oy, Espoo, Suomi) ja DMSO:ta (Finnzymes Oy) (Taulukko 1). DMSO:ta 
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käytetään yleisesti PCR-reaktiossa apuaineena, sillä se heikentää DNA:n 
kaksoisjuosterakennetta ja helpottaa siten polymeraasin kiinnittymisen                   
DNA-mallijuosteeseen (Chakrabarti & Schutt 2001, Thermo Fisher Scientific 2011a). 
MgCl2:n pitoisuus optimoitiin, koska PCR-monistuksessa käytetyn                   
Dynazyme II -DNA-polymeraasin (Finnzymes Oy) aktiivisuus vähenee helposti, jos 
reaktiossa ei ole riittävästi vapaita magnesiumioneja, joten kaupallisessa 
reaktiopuskurissa pitäisikin olla ylimäärin Mg
2+
-ioneja, jotka stabiloivat                 
DNA-kaksoissidokset ja estävät DNA:n denaturoitumisen (Thermo Fisher Scientific 
2011b). Liian suuressa magnesiumpitoisuudessa alukkeet saattavat kuitenkin kiinnittyä 
DNA-mallijuosteeseen epäspesifisesti, jolloin syntyy vääränlaista PCR-tuotetta 
(Thermo Fisher Scientific 2011b). Valmistajan suositusten mukaan magnesiumkloridin 
pitoisuus voidaan optimoida välille 0,75–4 mM. Valmistajan valmiissa Dynazyme II -
puskurissa magnesiumkloridin pitoisuus on 1,5 mM. 
 
Taulukko 1. PCR-optimointimatriisi  
 
 
Magnesiumkloridin pitoisuus optimoinnissa vaihteli välillä 1–3 mM ja DMSO:n 
pitoisuus vaihteli välillä 0–8 %. Reaktiopuskurina oli Dynazyme II -polymeraasin  
PCR-puskuri (Finnzymes Oy) ilman magnesiumkloridia. Taulukossa 1 on              
CCD-menetelmällä suunnitellut seoskombinaatiot. PCR-reaktiot ajettiin kahdessa 
erässä: ajot 1-7 ja 8-14 (Taulukko 1), mikä huomioitiin tulosten analysoinnissa erillisten 
ajojen välisen vaihtelun vuoksi (Lenth 2009). Kustakin testattavasta pitoi-          
suudesta tehtiin kolme rinnakkaista PCR-ajoa, jotka yhdistettiin                                     
QIAquick
®
 PCR purification -valmismenetelmällä (Qiagen, Hilden, Saksa) valmistajan 
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ohjeen mukaan. Puhdistettu DNA eluoitiin lopuksi 40 µl:aan autoklavoitua         
BioPak-ultrasuodatettua vettä. Pitoisuudet mitattiin NanoDrop ND-1000 
spektrofotometrillä (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA).      
NanoDrop-mittaustulosten perusteella optimaalinen PCR-saanto analysoitiin 
pintavasteanalyysillä, joka laadittiin R-ohjelman rsm-paketilla (Lenth 2009, R 
Development Core Team 2013). 
Hiekkasedimenttinäytteistä eristetystä kokonais-DNA:sta monistettiin optimoidulla 
PCR-menetelmällä 16S rRNA -geenin PCR-tuotteet T-RFLP-analyysiä varten (Woese 
1987, Liu ym. 1997). Reaktiossa käytettiin aluketta FAM27f                                        
5’-FAM-GAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’ (Oligomer Oy, Helsinki, Suomi), jonka  
5’-päässä oli fluoresoiva 6-karboksifluoresenssileima. Käänteisalukkeena oli 1404r    
5’-ACGGGCGGTGTGTAC-3’ (Oligomer Oy). Alukkeet ovat yleisalukkeita, jotka 
monistavat 16S rRNA -geenin mahdollisimman laaja-alaisesti eri bakteerilajeista (Lane 
ym. 1985, Sait ym. 2003). 
Kunkin PCR-seoksen kokonaistilavuus oli 50 µl. PCR-reaktiossa käytettiin             
1 × reaktiopuskuria (Finnzymes Oy), jonka optimoitu MgCl2-pitoisuus oli 2 mM, 
molempien alukkeiden pitoisuus oli 0,2 µM, deoksiribonukleosiditrifosfaattien pitoisuus 
oli 0,2 µM (Finnzymes Oy). Dynazyme II -polymeraasin määrä oli 2 yksikköä (U) 
reaktiossa ja mallijuosteena oli 15–25 ng hiekkasedimenteistä eristettyä DNA:ta.  
16S rRNA -geeni monistettiin PTC-200 DNA Engine -PCR-laitteella (Bio-Rad 
Laboratories Inc., Hercules, CA, USA). PCR-ohjelma oli sekä optimoinnissa että 
varsinaisessa kokonais-DNA:n monistuksessa seuraava: alkukuumennus 94 ºC 3 min, 
juosteiden erottaminen 94 ºC 30 s, alukkeiden kiinnittyminen 52 ºC 30 s, pidennys      
72 ºC 1 min, 30 sykliä (erotus, kiinnitys, pidennys) ja lopuksi loppupidennys 72 ºC      
10 min.  
PCR-tuotteita monistettiin kustakin näytteestä kolme, jotka konsentroitiin 
yhdistämällä ne kaupallisella QIAquick
® 
PCR purification Kit -valmismenetelmällä 
valmistajan ohjeen mukaan. Konsentroinnin tarkoituksena oli saada vahvempi        
PCR-tuotteen pitoisuus restriktioseosta varten, jotta mallijuosteliuoksen tilavuus oli 
enintään puolet seoksen tilavuudesta. Lisäksi yhdistämällä PCR-tuotteet vähennettiin 
monistusreaktioissa syntyvän vaihtelun vaikutusta lopullisiin tuloksiin, sillä            
PCR-monistus vaikuttaa jossain määrin bakteerilajien suhteellisiin osuuksiin (Liu ym. 
1997). PCR-monistuksissa oli mukana negatiivinen kontrolli, jossa                          
PCR-reaktioseoksessa käytetyt reagenssit ja mallijuoste oli korvattu samalla määrällä 
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autoklavoitua BioPak-ultrasuodatettua vettä. Negatiivisella kontrollilla varmistettiin, 
että PCR-reagenssit eivät sisältäneet kohde-DNA:ta eli 16S rRNA -geeniä. 
3.4 Eristetyn DNA:n ja PCR-tuotteiden laadun ja määrän tarkistus 
Eristetty kokonais-DNA ja PCR-tuotteet tarkistettiin 0,7 % tai 1,2 % pegGold Universal 
Agarose -agaroosigeelielektroforeesissa (PEQLAB Biotechnologie Gmbh., Erlangen, 
Saksa). Ajopuskurina ja agaroosigeelin valmistusliuoksena oli 1× SB-puskuri (engl. 
sodium borate buffer) (Brody & Kern 2004). Näytetilavuus oli 5 µl, johon lisättiin      
1,5 µl 6 × latauspuskuria (Fermentas GmbH, St.Leon Rot, Saksa). Geeliajon 
kokostandardina oli Lambda DNA/EcoRI+HindIII Marker, 3, ready-to-use, 
molekyylikokostandardi-DNA:ta 0,5 µg (Fermentas GmbH). 
Agaroosigeelielektroforeesilaitteessa (Thermo Electron Corporation, Waltham, MA, 
USA) käytetty jännite oli 250 mV, virtaus oli 20–30 min ajojen aikana 130–200 mA 
riippuen geelin koosta ja agaroosin pitoisuudesta. Geeli kuvattiin UV-valossa Bio-Rad-
Image-kuvantamislaitteella (Bio-Rad Laboratories Inc.), joka oli synkronoitu Quantity 
One
®
 1-D Analysis Software Version 4.6.7 -ohjelman (Bio-Rad Laboratories Inc.) 
kanssa. 
Eristetyn DNA:n ja puhdistetun PCR-tuotteen pitoisuus ja puhtaus mitattiin 
NanoDrop ND-1000 spektrofotometrillä (Thermo Fisher Scientific, Inc.), jossa on 
sisäinen standardi. NanoDrop-mittauksessa näytetilavuus oli 1,5 µl. PCR-tuotteen 
saanto laskettiin kahden rinnakkaisen NanoDrop-mittauksen keskiarvosta. 
3.4.1 PCR-tuotteiden in vitro -katkaisu 
Puhdistetut 16S rRNA -geenin PCR-tuotteet katkaistiin erillisissä reaktioseoksissa 
HaeIII (GG^CC) ja RsaI (GT^AC) -katkaisuentsyymeillä (Promega Corporation, 
Madison, WI, USA). Neljän emäsparin tunnistavat katkaisuentsyymit määrittävät 
näytteiden diversiteetin paremmin kuin pidemmille tunnistussekvensseille spesifiset 
katkaisuentsyymit (Rath ym. 1998). Tämä johtuu siitä, että pidemmillä 
katkaisuentsyymeillä 16S rRNA -geenit eivät eroa toisistaan yhtä suuressa määrin kuin 
lyhyemmillä katkaisuentsyymeillä, joiden tunnistuskohtia löytyy geenistä useampia.  
Etenkin HaeIII-entsyymiä on yleisesti käytetty DNA-sormenjälkitekniikoissa, joten siitä 
saatavaa T-RF-aineistoa on mielekästä verrata olemassa olevaan kirjallisuuteen.     
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PCR-tuotteen määrä reaktiossa oli 100 ng. Reaktioseoksen kokonaistilavuus oli 10 µl, 
jossa oli 2,5 U restriktioentsyymiä ja 1 × katkaisupuskuria C (Promega Corporation). 
Seos inkuboitiin 2 tuntia +37 ºC:ssa. Katkaistut näytteet säilytettiin +4 ºC:ssa ennen 
analysointia. 
3.4.2 Katkaistujen PCR-tuotteiden fragmenttiajo ja T-RF-aineiston 
käsittely 
Katkaisuentsyymeillä käsitellyt PCR-tuotteet eroteltiin kapillaarielektroforeesilla 
Biotekniikan instituutin sekvensointilaboratoriossa. 1 µl katkaistuja PCR-tuotteita 
sekoitettiin 20 µl:aan HiDi-formamidiliuosta (Applied Biosystems, Life Technologies 
Corporation, Carlsbad, CA, USA), jossa oli 0,2 µl FAM-leimattua MapMarker®     
1000 -kokostandardia (BioVentures Inc., Murfeesboro, TM, USA). Katkaistut           
16S rRNA -geenistä monistetut PCR-tuotteet denaturoitiin 95 ºC:ssa 5 min.  T-RF:t, 
joissa oli toisessa päässä fluoresoiva leima, eroteltiin koon mukaiseen järjestykseen 
3130xl Genetic Analyzer -laitteella (Applied Biosystems) kapillaarielektroforeesissa   
60 ºC:ssa, 15 kV:n jännitteellä ja 30 min ajossa. Kapillaarissa erottelumateriaalina oli 
kaupallinen POP7
TM
-polymeeri (Applied Biosystems). T-RF-tuotteiden koko 
määriteltiin Peak Scanner -ohjelmalla (Applied Biosystems), ja sisäisenä standardina oli 
MapMarker
®
 1000 -kokostandardi. Taustakohina poistettiin normalisoimalla                
T-RF-aineisto Perl-ohjelmointikielellä ja R-ohjelmaan (R Development Core Team 
2013) koodatuilla IBEST-komennoilla (Abdo ym. 2006). Normalisoinnissa huomioitiin 
50–700 emäsparin pituiset fragmentit, jotta aineistosta saatiin poistettua alukkeista ja 
katkaisemattomista PCR-tuotteista peräisin olevat pseudo-T-RF:t. Taustakohina 
poistettiin rajaamalla aineisto käyttämällä kolmenkertaisen oletusarvon sijasta 
viisinkertaista keskihajonnan kynnysarvoa. Korkeampaa kynnysarvoa käytettiin, jotta 
aineiston todelliset fluoresenssipiikit erottuivat ja taustakohina saatiin poistettua.  
Eri näytteistä peräisin olevat elektroferogrammikuvaajan fluoresenssipiikit eivät 
esiinny fluoresenssiaineistossa täsmälleen samassa kohdassa, joten eri näytteistä 
peräisin olevat fluoresenssiaineistot tulee linjata kohdakkain, jotta voidaan arvioida 
fragmenttien todellinen koko (Abdo ym. 2006). IBEST-komennoilla binnattiin eli 
linjattiin vastaavankokoiset havaintopiikit kohdakkain, piikkejä verrattiin 
referenssipiikkien kokoon, jolloin T-RF-havainnoille saatiin keskimääräiset pituudet. 
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Tällä minimoitiin T-RF-aineiston analyyttiset virheet T-RF:ien koon arvioinnissa (Abdo 
ym. 2006). Näin fluoresenssiaineistosta saatiin taulukkomuotoinen                                
T-RF-aineistomatriisi, jossa on erikokoisten HaeIII ja RsaI -fragmenttien suhteelliset 
osuudet kussakin näytteessä. Kunkin pituinen T-RF edustaa tiettyä bakteerilajia tai        
-ryhmää. 
3.5 T-RF-aineiston tilastollinen tarkastelu 
T-RF-aineiston fragmenttien määrät ovat aineistossa keskenään suhteellisia, jolloin 
havaintojen yhteenlaskettu summa on kussakin näytteessä yksi. T-RF-aineistossa on 
myös runsaasti nolla-arvoja, mistä johtuen aineisto ei tyypillisesti noudata 
normaalijakaumaa. Aineistoa, joka ei noudata normaalijakaumaa, kutsutaan 
parametrittomaksi. Havaintoja ei voida tällöin myöskään tarkastella euklidisiin 
etäisyyksiin eli ”tavalliseen” kahden pisteen välillä olevaan etäisyyteen perustuen. 
Euklidinen etäisyys voidaan korvata muilla parametrittomilla, tilastollisesti lasketuilla 
indekseillä, kuten Bray-Curtis-etäisyysarvolla. 
 Aineiston tilastolliseen analysointiin käytettiin permutaatioon perustuvia 
menetelmiä: PERMANOVA-varianssianalyysiohjelmaa (University of Auckland, New 
Zealand) ja varianssien yhtäsuuruuden testaukseen PERMDISP-ohjelmaa (University of 
Auckland, New Zealand). Permutaatioiden määrä oli 9999 ja T-RF-aineisto oli 
muunnettu toiseen neliöjuureen, jotta varianssien yhtäsuuruuden oletus täyttyi. 
Käsittelyjen erot visualisoitiin MDS-analyysillä, joka sekin soveltuu parametrittoman 
aineiston tarkasteluun. Kaikissa edellä mainituissa analyyseissa käytettiin               
Bray-Curtis-etäisyysarvoa. 
3.5.1 Bakteeriyhteisön erilaisuuden testaus eri aikoja peitetyissä 
hiekkasedimenttinäytteissä 
Tutkimuksen tavoitteena oli selvittää, erosivatko bakteeriyhteisöt toisistaan eri 
käsittelyjen välillä, kun hiekkasedimenttipalstat oli peitettynä 0, 3, 7 ja 48 vuorokautta 
happea läpäisemättömällä muovilla. Bakteeriyhteisöjen erilaisuuden testaus näytteiden 
välillä tehtiin vertaamalla käsittelyjen T-RF-aineistojen keskiarvoja monimuuttujaisella 
ANOVA-varianssianalyysillä (multivariate ANOVA eli MANOVA).            
MANOVA-analyysiä käytetään, kun muuttujia, tässä tapauksessa T-RF:iä, on enemmän 
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kuin kaksi. MANOVAlla testataan, eroavatko käsittelyjen T-RF-aineistojen keskiarvot 
toisistaan. Näin testattiin, ovatko bakteerien suhteelliset osuudet käsittelyissä samat vai 
eroavatko käsittelyjen bakteeriyhteisöt toisistaan tilastollisesti merkitsevästi.    
ANOVA- ja MANOVA-analyysien oletuksena on, että vertailtavat aineistot noudattavat 
normaalijakaumaa, mikä ei tyypillisesti päde T-RF-aineistoon. Tästä syystä 
parametrittoman T-RF-aineiston varianssien vertailuun käytettiin           
PERMANOVA-testausta, joka ei vaadi aineiston noudattavan normaalijakaumaa 
(Anderson 2001, McArdle & Anderson 2001, Anderson 2005). PERMANOVAlla 
testattiin aiheuttiko peittämisen kesto eroa käsittelyjen välille, mutta PERMANOVAa 
käytettiin myös käsittelyjen parittaiseen vertailuun. 
PERMANOVA-analyysissä havaintoja permutoidaan eli havaintorivien paikkoja 
vaihdetaan eri ryhmien välillä. Permutoinnilla testataan, pysyvätkö ryhmät samana 
havaintorivien paikan vaihtamisesta huolimatta. Permutoinnista saadaan numeerinen 
arvo sen mukaan kuinka hyvin ryhmä kestää rivien vaihdon muiden käsittelyjen kesken. 
Näin saadaan laskettua parametrittomalle aineistolle p-arvo, jonka avulla voidaan testata 
oletus, eroavatko ryhmien keskiarvot toisistaan. ANOVA vertaa ryhmien sisäistä 
vaihtelua ryhmien väliseen vaihteluun. Hypoteesi on, että ryhmien välinen vaihtelu on 
suurempaa eli käsittelyt vaikuttavat bakteeriyhteisöön. Vaihtelu näytteiden välillä joko 
ryhmän sisällä tai ryhmien välillä lasketaan Bray-Curtis-etäisyysmenetelmällä.       
Bray-Curtis-etäisyyksistä muodostetaan keskiarvoetäisyys, jota verrataan näytteiden 
kesken. 
Varianssianalyysien toisena edellytyksenä on, että kunkin ryhmän varianssit ovat 
yhtä suuret, joten aineistolle tehtiin varianssien yhtäsuuruustesti (homogeneity of 
variance). Varianssien yhtäsuuruustestillä tarkistetaan, onko hajonta sama vertailtavissa 
ryhmissä, jotta niiden keskiarvoja pystytään vertaamaan. Varianssien yhtäsuuruus 
testattiin PERMDISP-ohjelmalla (Anderson 2001, Anderson 2006). PERMDISP laskee 
permutoimalla ryhmien varianssien välille p-arvon. Jos p < 0,05, varianssien 
yhtäsuuruuden oletus voidaan hylätä. P-arvon on siten ylitettävä valittu p-arvon raja.   
T-RF-aineiston varianssien yhtäsuuruuden oletuksen täyttyminen testattiin aineistolla, 
jota ei oltu muunnettu, sekä toiseen ja neljänteen neliöjuureen muunnetulla                  
T-RF-aineistolla, jotta saatiin selville, milloin varianssien yhtäsuuruuden oletus täyttyy. 
Varianssien yhtäsuuruustestin tulosten perusteella PERMANOVA-analyysiin käytettiin 
neliöjuureen muunnettua T-RF-aineistoa, jolloin varianssien yhtäsuuruuden oletus 
täyttyi. 
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3.5.2 T-RF-aineiston visualisointi moniulotteisella skaalausanalyysillä 
Moniulotteisella skaalausanalyysillä (multidimensional scaling, MDS) haluttiin 
visualisoida T-RF-aineiston näytteiden mahdollinen ryhmittyminen. MDS-analyysi 
perustuu näytteiden väliseen etäisyyteen kuvaten muun muassa lajiston samanlaisuutta 
eri näytteissä (Ranta ym. 1991, Manchester Metropolitan University 2009). MDS-kuva 
ja -laskelmat laadittiin R-ohjelman Vegan-paketilla (R Development Core Team 2013, 
Oksanen 2015). Kuvateknisistä syistä T-RF:ien sijaintia MDS-kuvassa painotettiin 
käsittelyjen mukaan ja T-RF:ien xy-arvot kerrottiin kymmenellä, jotta T-RF:t saatiin 
pois origosta (Oksanen 2015). T-RF:t, jotka sijoittuivat lähelle origoa kertoimesta 
huolimatta, rajattiin pois kuvasta 0,1 etäisyydeltä origosta. 
3.5.3 Näytteiden bakteerilajien monimuotoisuuden tarkastelu 
Mikrobiyhteisön monimuotoisuutta eli biodiversiteettiä voidaan arvioida tarkastelemalla 
joko lajien lukumäärän runsautta (species richness) tai lajien suhteellista esiintyvyyttä 
eliöyhteisössä (species abundance). Laskennalliset biodiversiteetti-indeksit ottavat 
molemmat ominaisuudet huomioon, ja niiden avulla voidaan vertailla eri ekosysteemien 
monimuotoisuutta laskemalla tutkittavalle eliöyhteisölle biodiversiteettiarvo (Pielou 
1977). Käsittelyjen T-RF-aineistolle laskettiin Simpsonin indeksi (1-D) R-ohjelman 
Vegan-paketilla (Pielou 1977, Oksanen & O'Hara 2009, R Development Core Team 
2013). Mitä suurempi lajien monimuotoisuus on tutkittavassa näytteessä, sitä lähempänä 
Simpsonin indeksi on arvoa yksi. Näyteryhmien välisen biodiversiteetti-indeksin ero 
testattiin laskennallisesti yksisuuntaisella varianssianalyysillä ANOVAlla (Ranta ym. 
1991). Varianssianalyysissa käytetty F-suhde (phav) on Biometria-kirjan F-jakauman 
taulukosta (Ranta ym. 1991). 
3.6 Bakteeritaksonien virtuaalinen tunnistus T-RF-aineistosta 
Bakteeritaksonit tunnistettiin virtuaalisesti Phylogenetic assignment tool -tunnistus-
ohjelmalla (PAT) (Kent ym. 2003, North Temperate Lakes Microbial Observatory 
2013), joka vertaa T-RF:n pituutta tunnettujen bakteerilajien 16S rRNA -geenin           
T-RF:ien pituuksiin. PAT-ohjelmassa on käytettävissä T-RF-vertailutietokanta, mutta 
tunnistuksessa käytettiin omaa T-RF-tietokantaa, joka oli laadittu keräämällä National 
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Center for Biotechnology Information -nukleotiditietokannasta (NCBI)                      
16S rRNA -geenisekvenssejä, jotka on sekvensoitu Itämeren sedimenttinäytteistä (U.S. 
National Library of Medicine 2013). NCBI:n tietokannassa oli useista                        
16S rRNA -geeneistä konsensussekvenssi, josta puuttui alukkeen sitoutumiskohta, 
vaikka sitä oli tietokannan mukaan käytetty sekvenssin alukkeena.                              
16S rRNA -geenisekvenssit, joista puuttui alukkeiden sitoutumiskohdat, linjattiin 
ClustalW-ohjelmalla geenien kanssa, joissa oli alukkeen sitoutumiskohta. Linjaus 
toistettiin 1000 kertaa (bootstrap-arvo). Geenin ylävirtaan lisättiin alukkeen 
sitoutumiskohdan sekvenssi ja linjauksessa mahdollisesti tulleet aukot poistettiin 
BioEdit-ohjelmalla (Hall 1999). 
Aineiston sekvenssit tunnistettiin RDP Classifier -ohjelmalla ja NCBI:stä kerätyistä 
sekvensseistä luotiin virtuaaliset T-RF:t Trifle-ohjelmalla käyttäen kahden arvon 
tarkkuutta (stringency) virtuaalisessa T-RFLP-katkaisussa (Wang ym. 2007, Junier ym. 
2008). Yhdistettyä RDP Classifier ja Trifle -aineistoja käytettiin omana T-RF-aineistona 
PAT-ohjelmassa. PAT-tunnistukseen käytettiin yhtä aikaa sekä HaeIII että                
RsaI -T-RF-aineistoa. 
Fragmentit ryhmiteltiin kymmeneen eri taksoniin: proteobakteerit luokkatasolle, 
muut bakteeritaksonit pääryhmän mukaan ja tumallisista peräisin olevat fragmentit 
kuntatasolle. Lisäksi työssä tarkasteltiin HaeIII-entsyymillä tuotetussa T-RF-aineistossa 
kymmenen eniten esiintyneen päätefragmentin PAT-tunnistustulokset, jotka 
tunnistettiin vähintään heimotaksonin tasolla. Virtuaalisen tunnistuksen tarkoituksena 
oli selvittää, millaisia bakteeritaksoneita näytteissä todennäköisesti esiintyy. Kun lajit 
tunnistettiin heimotaksonin tasolle, pystyttiin tarkastelemaan näytteissä todennäköisesti 
esiintyneiden bakteeritaksonien aineenvaihdunnan erityispiirteitä kirjallisuuden 
perusteella. 
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4 TULOKSET  
4.1 Optimaalisen PCR-tuotteen saanto hiekkasedimenttinäytteistä 
Työn ensimmäisenä tavoitteena oli optimoida PCR-reaktioseos, jotta 
hiekkasedimenttien kokonais-DNA:sta monistetun 16S rRNA -geenin PCR-tuotteen 
saanto oli riittävä T-RFLP-analyysiin. PCR-reaktioseos optimoitiin onnistuneesti   
CCD-suunnitelmalla ja pintavasteanalyysillä, jotka ovat prosessiteollisuuten kehitettyjä 
matemaattisia malleja. Näiden mallien avulla saatiin testattua kattavasti eri 
reaktioseosyhdistelmiä, kun optimoitaville aineille oli määritelty ylä- ja alarajat.   
Pintavastemallinnuksen perusteella magnesiumkloridin pitoisuutta nostamalla     
1,5 mM:sta 3 mM:een saanto kasvoi (Kuva 5). Kun Mg
2+
-ionien määrä reaktioseoksessa 
oli 2 mM, PCR-tuotteen saanto oli vähintään 30 ng µl
-1
, joka oli tarpeeksi                     
T-RFLP-analyysiä varten. PCR-tuotteen saanto jopa kuusinkertaistui, kun reaktio 
optimoitiin. Myös DMSO:n lisääminen paransi PCR-tuotteen saantoa (Kuva 5). Tästä 
huolimatta DMSO:ta ei lisätty lopulliseen PCR-reaktioon, sillä pelkkä MgCl2-lisäys 
paransi PCR-tuotteen saantoa riittävästi. 
PCR-tuotteen saanto jäi vähäiseksi, kun käytettiin Dynazyme II -polymeraasin 
valmistajan suosittelemaa reaktioseosta, jonka reaktiopuskurin magnesiumkloridin 
pitoisuus reaktiossa on 1,5 mM. Puhdistetun PCR-tuotteen saanto ilman optimointia oli 
polymeraasin valmistajan ohjeen mukaisella reaktioseoksella noin 10 ng µl
-1
, usein jopa 
alle 5 ng µl
-1
, mikä oli liian matala PCR-tuotteen pitoisuus restriktioseosta ja                
T-RFLP-analyysiä varten. PCR-tuotteen tilavuus saa olla korkeintaan puolet 
restriktioseoksen kokonaistilavuudesta (10 µl), jolloin puhdistetun PCR-tuotteen 
pitoisuus tulee olla vähintään 20 ng µl
-1
, jotta 5 µl:ssa PCR-tuotetta olisi kohde-DNA:ta 
100 ng, mikä pitää olla vähintään PCR-tuotteen määrä restriktioseoksessa                     
T-RFLP-analyysiä varten. 
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Kuva 5. Pintavastekuva PCR-optimoinnista. Korkeuskäyrien lukuarvot kuvaavat PCR-tuotteen 
saantoa (ng µl
-1
). Muuttujien dimetyylisulfoksidin (DMSO) ja magnesiumkloridin (MgCl2) 
pitoisuudet vaaka- ja pystyakseleilla. 
4.2 Peittämisajan vaikutus bakteeriyhteisöön 
Tutkimuksen tavoitteena oli selvittää, erosivatko käsittelyjen eli 0, 3, 7 ja 48 
vuorokautta happea läpäisemättömällä muovilla peitettyjen hiekkasedimenttipalstojen 
bakteeriyhteisöt toisistaan. Peittämättömät sedimenttinäytteet, jotka tämän työn 
kuvaajissa on nimetty 0-näytteiksi, ovat vertailunäytteitä. Aineistossa tietyn kokoinen 
päätefragmentti (T-RF) edustaa tiettyä bakteerilajia tai -taksonia. T-RF-aineisto edustaa 
eri bakteeritaksonien suhteellista esiintyvyyttä näytteissä. 
4.2.1 Häirittyjen bakteeriyhteisöjen erilaisuus varianssianalyysin mukaan 
Varianssianalyysillä testattiin, erosivatko käsittelyjen T-RF-aineistot eli bakteeriyhteisöt 
toisistaan. Koko aineiston PERMANOVA-analyysin mukaan T-RF-aineistot erosivat 
toisistaan p < 0,05 merkitsevyydellä peittämisajan suhteen, joten bakteeriyhteisö oli 
erilainen käsittelyjen välillä riippuen siitä, kuinka pitkään palstat olivat olleet peitettynä. 
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Koko aineiston PERMANOVA-analyysin lisäksi käsittelyille tehtiin parittainen 
PERMANOVA-vertailu, jossa erot tulivat selvemmin esille kuin koko aineiston 
testauksessa. Näytteet, jotka olivat peitettynä 48 vuorokauden ajan, erosivat kolmen 
vuorokauden ajan peitetyistä näytteistä p < 0,01 merkitsevyydellä ja vertailunäytteistä   
p < 0,001 merkitsevyydellä parittaisessa vertailussa (Taulukko 2). Seitsemän 
vuorokauden käsittely taas ei eronnut merkittävästi vertailunäytteistä tai kolme päivää 
käsitellyistä näytteistä. Vasta yli kuukauden peittämisen jälkeen bakteeriyhteisössä 
havaittiin tilastollisesti merkitsevä ero. 
 
Taulukko 2. Käsittelyjen T-RF-aineistojen erilaisuuden rinnakkainen vertailu permutaatioon  
perustuvalla ANOVA-analyysillä. (0, 3, 7 ja 48 vuorokautta) 
Ryhmät  t-arvo  p-arvo 
0 vrt. 3  0,300  0,978  
0 vrt. 7 0,847  0,614  
0 vrt. 48 2,036  0,0008***  
3 vrt. 7 1,873  0,739  
3 vrt. 48 1,873  0,003**  
7 vrt. 48 1,419  0,076  
** p < 0,01; *** p < 0,001 merkitsevyys 
 
T-RF-aineiston PERMDISP-analyysi osoitti, että varianssien samankaltaisuus 
täyttyy (p > 0,05), mikäli fragmenttiaineisto muunnetaan toiseen neliöjuureen. Koska 
ANOVA-analyysin yhtenä oletuksena on, että tarkasteltavien varianssien tulee olla yhtä 
suuret, PERMANOVA-analyysissä käytettiin toiseen neliöjuureen muunnettua            
T-RF-aineistoa. 
4.2.2 Häirittyjen bakteeriyhteisöjen ryhmittyminen 
T-RF-aineiston MDS-analyysissä 48 vuorokauden käsittelyt sijoittuivat selkeästi 
erilleen muista näytteistä (Kuva 6). Tulos tukee ANOVA-testausta, jonka mukaan 
kuukauden käsittelyt erosivat lyhyemmistä käsittelyistä ja vertailunäytteistä 
tilastollisesti merkitsevästi (p < 0,01). MDS-analyysin perusteella 0, 3 ja 7 vuorokauden 
käsittelyt sijoittuivat joitakin sedimenttinäytteitä lukuun ottamatta melko lähelle 
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toisiaan, mikä tarkoittaa, että näiden käsittelyjen bakteeriyhteisöt olivat melko 
samankaltaisia keskenään. Peittämiskäsittely selitti bakteeriyhteisöjen sijoittumisen 
MDS-analyysissä 73,5 %:sti. 48 vuorokauden ajan käsitellyt näytteet sijoittuivat 
selkeästi erilleen muista näytteistä myös ilman kloroplastifragmentteja. Ilman 
kloroplastista peräisin olevia T-RF:iä MDS1- ja MDS2 peittämiskäsittely selitti 
bakteeriyhteisöjen sijoittumisen MDS-analyysissä 61,5 %:sti. 
 
 
Kuva 6. Peitettyjen sedimenttinäytteiden ja havaittujen T-RF:ien sijoittuminen suhteessa 
toisiinsa. Moniulotteinen skaalausanalyysi (MDS) T-RF-aineistosta. HaeIII-entsyymillä 
katkaistujen T-RF:ien virtuaalisesti tunnistetut fylogeneettiset luokat: alfaproteobakteeri (α), 
beetaproteobakteeri (β), deltaproteobakteeri (δ), gammaproteobakteeri (γ), aktinobakteeri (Ac), 
Bacteroidetes-bakteeri (Ba), syanobakteeri (Cy), tumallinen (Eu). Suluissa T-RF:n pituus 
emäspareina (bp). Prosentuaaliset arvot MDS1- ja MDS2 -akseleiden nimittäjissä ovat 
variaatiota selittävät arvot. 
a
T-RF:n sijainti xy=1,22; 0,32.  
 
MDS-kuvan sekä tulevien kuvien 8 ja 9 taksonit tunnistettiin virtuaalisesti               
PAT-ohjelmalla, joka vertaa T-RF:n pituutta aineistossa olevien tunnettujen 
bakteerilajien 16S rRNA -geenin päätefragmentin pituuteen. Vertailuaineisto koostui 
a b 
a 
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Itämerestä eristettyjen ja sekvensoitujen lajien 16S rRNA -geenisekvensseistä. 
Tunnistustulokset ovat taulukossa 3. T-RF:t pystyttiin tunnistamaan heimo- tai 
sukutasolle lukuun ottamatta 222 emäsparin pituista fragmenttia, joka oli virtuaalisen 
tunnistuksen mukaan tuntematon beetaproteolahkoon kuuluva bakteeri. Näytteissä 
esiintyi yhteensä 41 eri pituista HaeIII-entsyymillä katkaistua T-RF:ää. 125 emäsparin 
T-RF tunnistettiin syanobakteerien pääjaksoon kuuluvaksi. 379 ja 380 emäsparin 
pituiset T-RF:t ovat peräisin tumallisen piilevän (Bacillariophyta) kloroplastista. 
4.3 Bakteeriyhteisön monimuotoisuuden muutos peitetyissä näytteissä 
Koska varianssianalyysin mukaan käsittelyjen bakteeriyhteisöt erosivat toisistaan, 
testattiin erosiko bakteeriyhteisön lajien monimuotoisuus käsittelyjen kesken. 
Monimuotoisuutta tarkasteltiin laskemalla sedimenttinäytteiden T-RF-havainnoille 
Simpsonin biodiversiteetti-indeksi (1-D). Biodiversiteetti-indeksin arvo oli sitä 
pienempi, mitä pidemmän aikaa näytepalsta oli peitettynä (Kuva 7), joten pitkittyvä 
hapettomuus laski bakteeriyhteisön monimuotoisuutta hiekkasedimentissä. 
Biodiversiteettiarvojen ANOVA-varianssianalyysin mukaan biodiversiteetti-indeksin 
ero käsittelyn pituuden suhteen oli erittäin merkitsevä (p < 0,001). Tutkimuspaikan 
käsittelemättömien vertailupalstojen Simpsonin indeksin arvo oli yli 0,90. 
 
 
Kuva 7. Bakteeriyhteisöjen biodiversiteetin vaihtelu näytepalstoilla. 1-D on Simpsonin 
käänteinen biodiversiteetti-indeksi, jossa 1 merkitsee mahdollisimman monimuotoista lajistoa 
eli useita lajeja ja niiden suhteellisten osuuksien tasaisuutta.  
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Havaittujen T-RF:ien määrä väheni tilastollisesti merkitsevästi, kun palstat olivat olleet 
pidempään peitettynä. Käsittelemättömissä vertailunäytteissä havaittiin keskimäärin    
27 T-RF:ää. Seitsemän päivän käsittelyissä oli keskimäärin 22 T-RF:ää, mikä oli 18 % 
vähemmän kuin vertailunäytteissä. 48 päivän käsittelyissä havaittiin keskimäärin         
14 T-RF:ää, mikä oli noin puolet vertailunäytteiden T-RF-määrästä. 
4.4 Bakteeriyhteisöjen rakenne eri aikoja peitetyissä näytteissä 
Tutkimuksen yhtenä tavoitteena oli arvioida, voiko bakteeriyhteisön muutoksella olla 
vaikutuksia koko hiekkasedimenttipohjaan ja sitä ympäröivän veden ekosysteemiin. 
Tämä tehtiin selvittämällä, mitä bakteeritaksoneita näytteistä löytyi. Tämän perusteella 
arvioitiin taksonien suhteelliset osuudet käsittelyissä ja millaisia aineenvaihdunnan 
erityispiirteitä näillä bakteeritaksoneilla tiedetään olevan. 
Virtuaalisen tunnistuksen perusteella bakteeriperäisistä T-RF:istä eniten näytteissä 
esiintyi proteobakteereista peräisin olevia T-RF:iä (Kuva 8), joiden osuus oli 
vertailunäytteissä 60,9 % ja 48 päivän käsittelyissä 30,9 %. Bakteeriperäisestä             
T-RF-aineistosta proteobakteerien osuus oli 81,6 % vertailunäytteissä ja 79,9 % 48 
päivää käsitellyissä näytteissä, kun tumallisesta piilevästä peräisin olevat T-RF:t 
poistettiin aineistosta. 
 
 
Kuva 8. Bakteeritaksonien ja kloroplasti-T-RF:ien suhteelliset osuudet eri aikoja peitetyissä 
hiekkasedimenttinäytteissä. Keskimääräiset, virtuaalisesti tunnistettujen bakteeritaksonien 
esiintyvyydet näytteissä: 0, 3, 7 ja 48 päivän käsittelyt. Fragmenttiryhmien nimittäjässä 
taksonominen taso: kunta (k), pääjakso (p) ja luokka (l)  
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Kaikissa peitetyissä hiekkasedimenttinäytteissä havaittiin suhteellisesti eniten piilevän 
kloroplastin DNA:sta kopioitunutta T-RF:ää (Kuva 8). 48 päivän käsittelyissä 
kloroplasti-T-RF:ien osuus on jopa 61,4 %. Piilevästä peräisin olevien T-RF:ien määrä 
oli 48 vuorokautta peitetyissä sedimenteissä lähes kolminkertainen verrattuna 
vertailunäytteisiin, kun taas seitsemässä vuorokaudessa piilevästä peräisin olevaa 
DNA:ta oli noin 30 % enemmän kuin vertailunäytteissä. Pisimpään hapettomina olleissa 
sedimenteissä bakteeriperäisten fragmenttien osuus jäi alle 40 %:n havaituista 
fragmenteista. Peittämättömissä vertailunäytteissä bakteerien T-RF:ien osuus taas oli  
74 %. 
 
 
Kuva 9. Taksonien suhteelliset osuudet näytteissä virtuaalisesti tunnistettujen bakteeri-T-RF:ien 
perusteella. Suhteelliset osuudet on laskettu ilman kloroplasti-T-RF:iä. Jana pylvään päässä 
kuvaa rinnakkaisten näytteiden välistä keskihajontaa. Bakteeritaksonit ovat vastaavat kuin 
kuvassa 8, mutta taksonien nimet on lyhennettynä. Fragmenttiryhmien nimittäjässä 
taksonominen taso: kunta (k), pääjakso (p) ja luokka (l) 
 
Virtuaalisen tunnistuksen perusteella proteobakteerien pääjaksoon kuuluvien 
deltaproteobakteereista peräisin olevien T-RF:ien osuus bakteeriperäisistä fragmenteista 
on suurin kaikissa käsittelyryhmissä (Kuva 9). Deltaproteobakteerien määrä nousi 
fragmenttiaineiston perusteella tasaisesti peittämisajan kuluessa. 
Deltaproteobakteereista peräisin olevien T-RF:ien määrä 48 päivän käsittelyissä oli    
8,3 prosenttiyksikköä enemmän kuin peittämättömissä vertailunäytteissä. Toiseksi 
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eniten näytteissä oli gammaproteobakteereja. Kaikissa näytteissä oli tunnistamattomia 
bakteeritaksoneita, mutta 48 päivän käsittelyissä näitä oli eniten. 
T-RF:ien luokittelu sukutasolle osoitti, että aerobisten bakteerien, kuten 
Ilumatobacter, Amaricoccus, Geminicoccus ja Sphingomonas -bakteerien määrä väheni                       
48 päivän käsittelyissä (Taulukko 3). Myös aerobisten Nitrosospira ja 
Haliscomenobacter -bakteerien T-RF:ien määrä väheni, mutta näiden T-RF:ien osuus 
näytteissä oli kuitenkin niin pieni, että keskivirhe aiheuttaa T-RF:ien pitoisuudessa 
epävarmuutta.
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Taulukko 3. Näytteistä havaitut bakteeri-T-RF:t vähintään heimotaksonin tasolle tunnistettuna. Taulukossa lueteltu kymmenen eniten näytteissä esiintynyttä sekä 
MDS-kuvassa (Kuva 6) olevat HaeIII-entsyymillä katkaistut T-RF:t, jotka tunnistettiin virtuaalisesti ja pystyttiin luokittelemaan luokkatasoa alemmalle taksonomiselle 
tasolle: heimo (h) tai suku (s). Suhteelliset osuudet ilman kloroplasti-DNA:ta. 
Bakteeritaksoni T-RF:n 
havaittu 
pituus (bp) 
 
Bakteeritaksonin T-RF:ien suhteellinen 
osuus eri aikoja peitetyissä näytteissä 
Aineenvaihdunnan erityispiirteet ja aineenvaihduntatuotteet, jotka voivat vaikuttaa ympäröivään 
ekosysteemiin ja muihin eliöihin  
0 vrk 
 % 
3 vrk  
% 
7 vrk  
% 
48 vrk  
% 
Geminicoccus (s), 
alfaproteobakteeri 
61 3,1 3,0 1,9 0,4 Aerobi, heterotrofinen fototrofi (Foesel ym. 2007) 
Steroidobacter (s), 
gammaproteobakteeri 
201 6,5 6,8 7,1 4,1 Anaerobi, denitrifioi eli muuttaa nitraatin tai nitriitin typpikaasuksi (Fahrbach ym. 2008) 
Desulfovibrio (s), 
deltaproteobakteeri 
204 2,6 2,4 3,0 1,9 Ehdoton anaerobi, pelkistää rautaa, sulfaattia ja nitraattia (Devereux ym. 1990, Park ym. 2008). 
Desulfatiferula (s), 
deltaproteobakteeri 
207 24,1 26,3 30,7 35,0 Anaerobi, sulfaattia pelkistävä (Cravo-Laureau ym. 2007). Käyttää elektrodien vastaanottajana vain 
sulfaattia, mistä syntyy sulfidia, joka esiintyy vedessä myrkyllisenä rikkivetynä. 
Nitrosospira (s), 
beetaproteobakteeri 
221 4,7 3,2 5,3 0,5 Aerobi, nitrifioiva eli muuttaa ammoniumia nitriitiksi ja nitraatiksi (Head ym. 1993) 
Anaerolineaceae (h), 
Chloroflexi 
228 2,9 3,0 3,8 6,1 Ehdoton anaerobi, kemo-organotrofi. Käyttää energiantuottoon useita substraatteja (Yamada ym. 
2006) 
Ilumatobacter (s), 
aktinobakteerit 
233 4,9 3,8 4,0 1,2 Aerobi, organotrofi (Matsumoto ym. 2009) 
Amaricoccus (s), 
alfaproteobakteeri 
235 3,1 3,3 3,1 0,0 Aerobi, kemoheterotrofi. Käyttää energiantuottoon useita substraatteja (Maszenan ym. 1997) 
Sphingomonas (s), 
alfaproteobakteeri 
291 1,6 1,1 1,7 0,4 Ehdoton aerobi, kemoheterotrofi, elää vähäravinteisissa oloissa, käyttää monipuolisesti substraatteja 
(Yabuuchi ym. 1990). Kykenevät hajottamaan aromaattisia yhdisteitä (Shin ym. 1999). 
Haliscomenobacter (s), 
Bacteroidetes 
424 1,3 0,4 4,1 1,4 Aerobi (Daligault ym. 2011) 
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5 TULOSTEN TARKASTELU 
5.1 Bakteeriyhteisön muutos kokeellisesti häirityissä 
sedimenttinäytteissä 
Tässä pro gradu -työssä tutkittiin, miten pitkittyvä hapettomuus muuttaa 
hiekkasedimenttien bakteeriyhteisöä: miten yhteisön koostumus ja lajisto muuttuu ja 
mitä seurauksia näistä muutoksista voi aiheutua koko eliöyhteisölle. Työssä 
tarkasteltiin, kuinka pitkään mikrobiyhteisöä voidaan häiritä estämällä hapen pääsy 
sedimenttiin ilman, että bakteeriyhteisö muuttuu eli kuinka resistentti yhteisö on. Työn 
tulokset osoittivat, että happea läpäisemättömällä muovilla peitettyjen 
hiekkasedimenttien bakteeriyhteisö muuttui merkittävästi 48 vuorokaudessa. Etenkin 
bakteeriyhteisön monimuotoisuus laski tässä ajassa. Tällä bakteeriyhteisön muutoksella 
voi olla useita vaikutuksia ympäristön fysikaalisiin ja kemiallisiin ominaisuuksiin, jotka 
puolestaan vaikuttavat eliö- ja kasviyhteisöön.  
Muutoksia alkoi näkyä bakteeriyhteisöissä ja niiden monimuotoisuudessa jo 
seitsemän vuorokautta peitetyissä sedimenteissä. Sedimenttien eläin- ja kasvilajisto 
alkoi muuttua jo kolmen vuorokauden käsittelyissä, ja eläin- ja kasviyhteisö oli 
muuttunut tilastollisesti merkitsevästi jo seitsemän vuorokauden käsittelyssä (Villnäs 
ym. 2012). Sedimenttien bakteeriyhteisö pystyi vastustamaan hapettomuudesta 
johtuneita stressitekijöitä pidempään kuin eläin- ja kasviyhteisö. Bakteeriyhteisö pysyi 
pitkään resistenttinä, koska sedimenteissä on luonnostaan paljon anaerobeja sekä 
bakteerit pystyvät käyttämään hapen sijaan muita elektronien vastaanottajia. Myös 
Sundbäck ym. (1990) havaitsivat, että vastaavanlaisessa maalle pystytetyssä 
koejärjestelyssä, jossa tutkittiin ajelehtivien levälauttojen vaikutusta sedimentin 
eliöyhteisöön, bakteeriyhteisö muuttui hitaasti: kolmen viikon tarkastelujakson aikana 
bakteeriyhteisö ei ollut vielä muuttunut merkittävästi. Bakteeriyhteisössä on valinnaisia 
(fakultatiiveja) anaerobeja, jotka kykenevät siirtymään hapellisesta hapettomaan 
aineenvaihduntaan, mistä johtuen ne eivät ole yhtä alttiita hapettomuuden aiheuttamalle 
stressille kuin ylemmän tason eliöt. 
Hapettomuuden pitkittyessä bakteeriyhteisön monimuotoisuus heikkeni, mikä voi 
muun muassa vaikeuttaa ekosysteemin sopeutumista muutoksiin lyhyellä aikavälillä.  
Havaittu monimuotoisuuden lasku voi edelleen kiihdyttää ympäristön hapettomuutta, 
sillä lajien monimuotoisuuden vähenemisen on havaittu lisäävän eliöyhteisön 
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soluhengitystä (Naeem ym. 1994), jolloin hapenkulutus kasvaa. Tämä 
monimuotoisuuden lasku voi johtaa orgaanisen aineksen hajotuksen hidastumiseen 
(Naeem ym. 1994), jolloin saatavilla olevien ravinteiden saanti heikkenee, mikä taas 
rajoittaa etenkin kasviplanktonin kasvua (Naeem ym. 1994, Tilman ym. 1997, Isbell 
ym. 2013). Koska monimuotoisuus heikkeni, voi ravinteiden kierto hidastua ja 
tuottavuus heikentyä, sillä eri lajit käyttävät hieman eri ravinnonlähteitä (Loreau & 
Hector 2001). Sedimenttien monimuotoisuuden lasku ja bakteeriyhteisön muuttuminen 
voi heikentää ekosysteemin mahdollisuuksia toipua hapettomuudesta, sillä muutokset 
biogeokemiallisissa kierroissa ja sedimenttien eliöyhteisön häviäminen aiheuttavat tilan, 
jossa niiden on havaittu pahentavan ja ylläpitävän hapettomuuden pysyvyyttä etenkin 
Itämeressä (Conley ym. 2009).  
Hiekkasedimenttien monimuotoisuuden lasku on linjassa aiempiin tutkimuksiin, 
joissa on havaittu nopeiden muutosten hapen ja ravinteiden pitoisuudessa vähentävän 
mikrobien monimuotoisuutta ja bakteerisolujen määrää (Pusceddu ym. 2005, Böer ym. 
2009), sillä bakteeriyhteisöön kohdistuu voimakas selektiivinen paine. 
48 vuorokautta käsitellyissä sedimenteissä aerobisten alfa- ja beetaproteobakteerien 
määrä oli laskenut, kun taas anaerobisten gamma- ja deltaproteobakteerien määrä oli 
noussut huomattavasti. Anaerobisten bakteeritaksonien suhteellisen osuuden kasvu 
sedimenteissä osoittaa, että koejärjestelyissä onnistuttiin estämään hapen pääsy 
tutkittaviin sedimentteihin ja niihin saatiin aiheutettua hypoksiset olosuhteet                 
(< 2 mg l
-1
 O2). Bakteeriyhteisö muuttui kuitenkin pidemmän ajan kuluessa kuin mitä 
happi oli loppunut sedimenteistä, sillä Villnäsin ym. (2012) mittauksissa jo puolentoista 
vuorokauden kuluttua peittämisestä hapen pitoisuus oli enää 0,5±0,1 mg l
-1
 ja 
seitsemässä vuorokaudessa happi oli loppunut täysin. 
Kaikissa käsittelyissä, mukaan lukien peittämättömissä vertailunäytteissä, havaittiin 
runsaasti hapettomissa oloissa eläviä bakteereja. Havainto viittaa siihen, että 
sedimenteissä oli jo ennen käsittelyä anaerobeja suosivat olosuhteet. Muun muassa 
sedimentin huokoskoko, orgaanisen aineen määrä ja veden syvyys vaikuttavat 
sedimentin hapen määrään. Samankaltaisessa orgaanisen hiilen pitoisuudeltaan ja 
huokoisuudeltaan rannan lähellä olleessa hiekkasedimentissä hapen on havaittu 
tunkeutuvan vain 1,5 cm:n syvyyteen (Cook ym. 2007). 
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5.1.1 Käsiteltyjen hiekkasedimenttien bakteeriyhteisö 
Sedimenttien yleisimmät bakteerit kuuluivat alfa-, beeta-, delta- ja 
gammaproteobakteerien luokkiin. Saadut tulokset ovat hyvin samankaltaisia kuin 
Ruotsin rannikon sedimenteistä tehdyt havainnot (Edlund & Jansson 2006, Edlund ym. 
2006, Edlund ym. 2008). Proteobakteerien lisäksi hiekkasedimenteistä havaittiin 
Bacteroidetes-, Chloroflexi- ja aktinobakteerien pääjaksoihin kuuluvia lajeja, joita 
havaittiin runsaasti myös Edlund ym. (2006, 2008) ja Edlund & Jansson (2006) 
tutkimissa sedimenteissä.  Myös Sinkon ym. (2011) havainnot Itämeren rannikon 
sedimenttibakteeriprofiilista ovat samankaltaisia tämän työn havaintojen kanssa lukuun 
ottamatta Bacteroidetes-pääjaksoon kuuluvia bakteereja ja aktinobakteereja. Tässä 
työssä tutkituissa hiekkasedimenteissä esiintyi vähemmän Bacteroidetes-pääjaksoon 
kuuluvia bakteereja kuin Sinkon ym. (2011) aineistossa. Tutkittujen hiekkasedimenttien 
orgaanisen materiaalin määrä oli hyvin vähäinen eli < 1 %, kun taas Sinkon havainnot 
ovat Paimionjoen laskeuma-alueelta, jossa orgaanisen materiaalin määrä on 
valumavesien takia suurempi. Bacteroidetes-pääjakson bakteerit viihtyvätkin 
ravinteikkaassa ympäristössä (Sinkko ym. 2013). Lisäksi hiekkasedimenteissä havaittiin 
aktinobakteereja, joita ei Sinkon ym. (2011) tutkimissa sedimenteissä havaittu. Koska 
hiekkasedimentit olivat vähäravinteisia, niistä havaittiin odotettavasti haastavista ja 
vähäravinteisistakin oloista löytyviä aktinobakteereja, jotka säilyvät itiöinä ja pystyvät 
käyttämään ravintonaan hyvin monipuolisesti eri yhdisteitä. Erot voivat johtua myös 
aineistojen analysoinnin eroista, sillä tässä työssä käytettiin ainoastaan virtuaalista 
bakteerien tunnistusta, kun taas Sinkko ym. (2011) on tarkastellut sedimenttien 
bakteeriyhteisön koostumusta kloonikirjaston perusteella. 
48 vuorokautta peitettynä olleissa sedimenteissä delta- ja gammaproteobakteerien 
määrä oli selvästi noussut. Toiseksi eniten näytteissä havaittiin gammaproteobakteereja: 
sedimenteissä esiintyi etenkin Steroidobacter-gammaproteobakteeria, joka on 
hapettomissa oloissa elävä nitraattia ja nitriittiä pelkistävä bakteeri. 
Gammaproteobakteerit kykenevät käyttämään hapen lisäksi laajasti muita epäorgaanisia 
yhdisteitä (Fuhrman & Hagström 2008), kuten sulfaattia tai nitraattia solun 
energiantuotannossa. Gammaproteobakteerien suhteellisen osuuden kasvu käsittelyn 
pitkittyessä viittaa siihen, että hapettomissa olosuhteissa hapen sijaan muita aineita, 
kuten rikkiä pelkistävien mikrobien määrä nousee. Itämeren rannikon sedimenteissä on 
myös aiemmissa tutkimuksissa havaittu runsaasti gammaproteobakteereja (Edlund ym. 
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2008). Vaikka Itämeren eliöstö muuten on hyvin ainutlaatuinen ja eroaa valtamerien 
lajistosta, suurimmat bakteeriryhmät ovat näissä tutkituissa hiekkasedimenteissä samoja 
kuin merissä yleisesti, sillä merellisten sedimenttien runsaimmat fylotyypit ovat 
gamma- ja deltaproteobakteereja (Ravenschlag ym. 1999). 
Syanobakteerien osuus oli vähäinen jo vertailunäytteissä ja 48 vuorokauden 
käsittelyissä syanobakteereista peräisin olevien T-RF:ien määrä oli jo alle prosentin. 
Tämä oli odotettavaa, sillä syanobakteerit ovat valoa tarvitsevia yhteyttäviä bakteereja. 
Näytteenottosyvyys oli neljä metriä, ja valo ulottuu huonosti tähän syvyyteen. 
Peittäminen mustalla muovipeitteellä ehkäisee valon pääsyn palstoille kokonaan, jolloin 
näinkin syvällä vedessä elävät syanobakteerit eivät enää menesty, mikä ilmenee 
pidempään käsitellyistä näytteistä, joissa syanobakteerien osuus vähenee entisestään. 
Merenpohjissa alkutuotanto on yleisesti vähäistä, mikä riippuu syvyydestä ja siitä miten 
hyvin vesi läpäisee valoa. Itämeri onkin samea ja vesi läpäisee heikommin valoa kuin 
muilla merialueilla, joissa merivesi on usein vähäravinteista ja kirkasta. 
5.1.2 Deltaproteobakteerien suhteellinen osuus käsittelyissä 
Deltaproteobakteerit olivat suurin bakteeriryhmä kaikissa käsittelyissä. Havainto tukee 
aiempia tutkimustuloksia, joissa merellisten sedimenttien runsain bakteeriryhmä on 
deltaproteobakteerien luokka gammaproteobakteerien ohella (Ravenschlag ym. 1999, 
Bissett ym. 2006). Deltaproteobakteerit ovat valtataksonina myös muissa Itämerestä 
tehdyissä tutkimuksissa (Jørgensen 1977, Edlund ym. 2006, Edlund ym. 2008, Sinkko 
ym. 2011). 
Deltaproteobakteerien suhteellinen osuus kasvoi, mitä pidempään hiekkasedimentit 
olivat hapettomina. Deltaproteobakteerit ovat pääasiassa anaerobeja. Useat niistä ovat 
rikin- ja sulfaatinpelkistäjiä, joiden energia-aineenvaihdunnan tuotteena syntyy sulfidia, 
joka esiintyy vesiliuoksessa rikkivetynä (H2S). Sedimenteissä havaittiin runsaasti 
sulfaattia sulfidiksi pelkistäviä Desulfatiferula-deltaproteobakteereja, joiden määrä 
kasvoi hapettomuuden pitkittyessä, mikä selittää Villnäsin ym. (2012) havaitseman 
rikkivetypitoisuuden nousun. Mittauksissa hiekkasedimenttinäytteissä vapautui 
rikkivetyä (H2S) noin 3 µmol l
-1 
seitsemän vuorokauden mittauksissa. Mitattu määrä on 
vähäinen, mutta rikkivety on erittäin myrkyllistä jo pieninä pitoisuuksina, sillä sen 
kaloille myrkyllinen pitoisuus (LC50) on saavutettu jo 0,2–16,1 µmol l-1 pitoisuudessa 
(IPCS CEC (Työterveyslaitos) 2011), jonka alarajan mitattu rikkivetypitoisuus ylittää. 
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Desulfatiferula-bakteerin lisäksi sedimenteistä löytyi Desulfovibrio- ja 
Desulfofustis-sukuihin kuuluvia ehdottomia anaerobeja, jotka ovat myös rikkivetyä 
tuottavia bakteereja. Sulfaattia pelkistävät bakteerit vaikuttavat olevan yleisiä Itämeren 
sedimenteissä, sillä myös Jørgensen (Jørgensen & Bak 1991) havaitsi runsaasti 
sulfaattia pelkistäviä bakteereja, etenkin sedimentin ylimmässä 2 cm:n kerroksessa. 
Näiden rikkivetyä tuottavien bakteerien esiintyminen kaikissa käsittelyissä sekä 
vertailunäytteissä viittaa siihen, että tutkituissa hiekkasedimenteissä on potentiaalia 
tuottaa rikkivetyä jo ennen kuin hapettomat alueet laajenevat sedimenteissä. Rikkivety 
lamaannuttaa soluhengityksen ja on siten haitallinen muille eliöille (Smith & Gosselin 
1979). Mikrobien tuottama rikkivety todennäköisesti nopeutti pohjaeläinten ja kasvien 
kuolemia tutkituissa sedimenteissä. Tämän vuoksi se voi laskea meren pohjaeliöiden 
monimuotoisuutta. Sulfaatinpelkistäjien tuottama rikkivety voi häiritä myös tutkittujen 
sedimenttien typen kiertoa (Joye & Hollibaugh 1995), jolloin typpeä alkaa kertyä 
sedimenttiin ja sen ympäristöön, mikä pahentaa rehevöitymistä Itämeressä. Siitä 
huolimatta, että tutkituissa hiekkasedimenteissä sulfaatin pelkistäjien suhteellinen osuus 
oli huomattava, rikkivedyn määrä ei ollut noussut yhtä korkealle kuin Jørgensenin 
(1977) mittauksissa Itämeren sedimentin yläpuolisesta vedestä, missä mitattiin jopa       
1 mmol l
-1 
rikkivetypitoisuuksia, kun pohja oli kärsinyt ajoittaisesta hapettomuudesta. 
Sedimenteissä esiintyneet Desulfovibrio-suvun bakteerit kykenevät pelkistämään 
sulfaatin ja nitraatin lisäksi rautaa, mikä voi selittää lisääntyneen ferroraudan (Fe
2+
) 
vapautumisen (Villnäs ym. 2012). Kahdenarvoista ferrorautaa voi syntyä kemiallisesti, 
mutta myös bakteerit tuottavat sitä anaerobisessa soluhengityksessä pelkistämällä eli 
siirtämällä elektroneja kolmenarvoiselle ferriraudalle (Fe
3+
). Kolmenarvoisella 
ferriraudalla (Fe
3+
) on sedimentissä puskuroiva vaikutus siten, että se estää myrkyllisen 
rikkivedyn tuoton (Diaz & Rosenberg 2008). Siten myös ferriraudan pelkistyminen 
hapettomissa oloissa voi johtaa suurempaan rikkivedyn tuottoon.  
Tutkituissa hiekkasedimenteissä havaitut Desulfovibrio-bakteerit voivat edistää 
ympäristön rehevöitymistä myös vapauttamalla sedimenttiin sitoutunutta fosforia 
(Mortimer 1941). Hapettomissa oloissa Desulfovibrio-bakteerit pelkistävät rautaa, 
jolloin rautahydroksideihin sitoutunut fosfaatti vapautuu ympäristöön (Mortimer 1941). 
Vapautuva fosfaatti kiihdyttää rehevöitymistä, sillä fosfori on perustuotantoa rajoittava 
ravinne. Myöskään hajoavasta aineksesta vapautuva fosfaatti ei voi sitoutua 
pelkistettyihin ferrihydroksideihin (Mortimer 1971), minkä seurauksena rehevöityminen 
kiihtyy entisestään. Villnäsin ym. (2012) mittauksissa kuitenkaan käsittelyn pituus ei 
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lisännyt fosfaatin vapautumista, mikä oli vastoin odotuksia. Tuloksen arveltiin johtuvan 
alun perin vähäisestä fosfaatin määrästä sedimentissä, sekä siitä että rauta hapettuu 
inkubaatiokokeissa nopeasti (Villnäs ym. 2012), kun happea on jälleen saatavilla. 
Ravinteikkaammissa sedimenteissä havaittujen Desulfovibrio-bakteerien määrän nousu 
voisi kuitenkin johtaa edellä kuvattuun tilanteeseen ja rehevöitymisen kiihtymiseen. 
Sulfaattia pelkistävät bakteerit, kuten tässä aineistossa 48 vuorokautta käsitellyissä 
näytteissä runsaana esiintynyt Desulfovibrio, tuottavat energiaa myös pelkistämällä 
nitraattia muun muassa ammoniumiksi (NH4
+
). Villnäs ym. (2012) havaitsivatkin 
ammoniumin vapautumisen olevan sitä suurempaa, mitä pidempään sedimentit olivat 
hapettomana, mikä voi olla seurausta nitraatin pelkistyksestä tai ammonifikaatiosta, 
jossa mikrobit vapauttavat kuolleista eliöistä typpeä. Ammonifikaatiossa vapautuu 
ammoniakkia tai neutraalissa pH:ssa esiintyvää ammoniumia, joka on peräisin 
orgaanisten typpiyhdisteiden, kuten aminohappojen ja nukleotidien hajoamisesta. 
Vapautuva ammoniakki on helposti veteen liukenevaa. Kuten rikkivety, myös 
ammoniakin vesiliuos on erittäin haitallista vesieliöille. Lisäksi ammoniumin määrä 
edistää ympäristön rehevöitymistä. Ammoniumin kertymisen biogeokemiallisten 
kiertojen muuttumisen ja sedimenttieliöiden vähenemisen ohella onkin havaittu 
pahentavan rehevöitymistä ja ylläpitävän vähähappisia olosuhteita Itämeressä (Conley 
ym. 2009). Myös maalle pystytetyssä, tätä työtä vastaavassa tutkimuksessa havaittiin 
ammoniumin määrän nousseen (Sundbäck ym. 1990). 
5.1.3 Piilevien runsaus hiekkasedimenteissä 
Kaikissa sedimenteissä havaittiin runsaasti T-RF:iä, jotka olivat todennäköisesti peräisin 
hajonneen Bacillariophyta-piilevän (379 ja 380 bp) viherhiukkasista eli kloroplasteista, 
jotka sisältävät 16S rRNA -geeniä kuten syanobakteerit, mistä onkin päätelty 
viherhiukkasten syntyneen endosymbioottisista syanobakteereista. Piilevistä peräisin 
olevan DNA:n havaitseminen aineistossa olikin odotettavaa, sillä piilevät eli diatomit 
muodostavat merkittävän osan kylmien vesien kasviplanktonista. 
Kloroplasti-DNA:n määrä kaksinkertaistui pisimpään eli 48 vuorokautta peitetyissä 
sedimenteissä. Piilevät siis kuolivat ja hajosivat hitaasti, mikä on todettu myös 
rikkivetyä sisältävissä, vähähappisissa ja jopa hapettomissa oloissa (Sundbäck & 
Granéli 1988), joissa piileväyhteisön havaittiin kestävän useita viikkoja 
muuttumattomana, kun samassa ajassa muiden mikrolevien määrä oli puolittunut. 
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Piilevien soluseinä koostuu piidioksidista eli silikaatista, joka antaa piilevälle kestävän 
kuoren. Silikaatin vapautuminen lähes kaksinkertaistui myös Villnäs ym. (2012) 
mittauksissa seitsemän vuorokauden ja 48 vuorokauden käsittelyjen välillä. Myös 
Villnäs ym. (2012) arvelivat silikaatin vapautumisen olevan seurausta hajoavista 
piilevistä. 
Piilevien kuollessa soluista vapautuu suuri määrä viherhiukkasten DNA:sta peräisin 
olevaa 16S rRNA -geeniä, mikä oli PCR-monistuksen kohdegeeni, mikä selittää, miksi 
kloroplastista peräisin olevia T-RF:iä on paljon etenkin 48 vuorokauden käsittelyissä, 
vaikka sedimentit ovat olleet jo useita viikkoja hapettomana. Hapettomissa oloissa 
suurten orgaanisten partikkelien hajotus hidastuu (Naeem ym. 1994), ja DNA säilyy 
hapettomissa sedimenteissä kauan (Corinaldesi ym. 2011), mistä johtuen kloroplasteista 
peräisin olevien T-RF:ien suhteellinen osuus on suuri erityisesti pitkään hapettomina 
olleissa sedimenteissä.  
Silikaatti kilpailee yhdessä fosfaatin kanssa metalliyhdisteisiin sitoutumisesta, ja 
siten hajoavien piilevien ja silikaatin pitoisuuden nousu voi johtaa edelleen 
fosforiyhdisteiden vapautumiseen sedimentistä (Hartikainen ym. 1996). Silikaatin 
pitoisuuden kasvu pahentaa ympäristön ravinnekuormaa ja lisää hapen kulutusta 
entisestään, jolloin hapettomat alueet laajenevat ja happi vähenee entisestään. 
Sedimenteistä havaittujen kloroplasti-T-RF:ien määrä voi näkyä aineistossa 
todellista suurempana, sillä PCR-reaktio voi korostaa runsaina esiintyvien ryhmien 
osuutta näytteissä (Liu ym. 1997). Tästä johtuen bakteeritaksonihavaintojen 
suhteellinen osuus on voinut jäädä todellisuutta alhaisemmaksi, sillä kloroplasti-DNA 
peittää osan bakteerihavainnoista.  
Aineistoa tarkasteltiin myös ilman kloroplasti-DNA:sta peräisin olevia T-RF:iä, 
jotta pelkkien bakteeriperäisten T-RF:ien suhteellisia osuuksia voitiin tarkastella ja 
vertailla keskenään. Vaikka kloroplasti-T-RF:t poistettiin aineistosta, varianssianalyysin 
tulos pysyi samana: bakteeriyhteisö muuttui käsittelyjen välillä. 
5.2 PCR-reaktion optimoinnin onnistuminen 
Jotta hiekkasedimenttinäytteistä saatiin monistettu DNA:ta T-RFLP-menetelmää varten, 
PCR-reaktio optimoitiin CCD-suunnitelmaa ja pintavasteanalyysiä käyttäen. Käytetty 
suunnitelma ja analyysimenetelmä osoittautuivat tehokkaiksi työkaluiksi                 
PCR-optimoinnissa. Sedimenttinäytteissä oli todennäköisesti ioneja, jotka sitoivat 
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DNA-monistuksen kannalta välttämättömät magnesiumionit, jotka stabiloivat 
polymeraasin toimintaa seoksessa. Tämä selittää, miksi pelkän magnesiumkloridin 
lisäys PCR-seoksessa paransi PCR-tuotteen saantoa. Vaikka DMSO oli mukana 
optimoinnissa, jätettiin se pois lopullisesta PCR-reaktiosta, sillä yksinään jo 
magnesiumkloridin lisääminen paransi PCR-tuotteen saantoa sedimenteistä. 
CCD:n avulla PCR-reaktion optimointi tehtiin suunnitelmallisesti sen sijaan, että 
eri pitoisuuksia olisi kokeiltu sattumanvaraisesti. Lisäksi optimoinnin tulokset voitiin 
käsitellä matemaattisesti pintavasteanalyysillä. Optimointitulokset hyödyttävät 
jatkotutkimuksia, sillä tällä samalla alueella tehtiin sedimenteille lisäkokeita, joissa 
testattiin eliöyhteisön toipumista hapettomuudesta. Tulokset helpottavat näiden 
sedimenttinäytteiden bakteeriprofiilin tarkastelua geeniteknisillä menetelmillä, joissa 
näytteistä halutaan monistaa DNA:ta PCR-menetelmällä. 
5.3 Tulosten luotettavuus 
Työn tulokset antavat viitteitä siitä, miten bakteeriyhteisö muuttuu hapettomuuden 
pitkittyessä kontrolloidussa kenttäkokeessa näiden luonnollisessa elinympäristössä. 
Mikrobiekologiassa koejärjestelyt ovat haastavia. Tässä työssä koko bakteeriyhteisöä 
häirittiin, kun haluttiin tutkia mikrobiyhteisön muutosta ja sen vaikutusta ekosysteemiin. 
Ekologisissa tutkimuksissa on yleistä poistaa yksittäinen kasvi- tai eläinlaji tutkittavalta 
alueelta ja tarkastella muutoksen vaikutusta yhteisöön ja ympäristöön. Bakteerien 
kohdalla tällainen menetelmä kenttäkokeissa on mahdotonta. 
Monet ympäristötekijät, joita ei tässä työssä ole tutkittu, ovat voineet vaikuttaa 
aineistoon tutkitun tekijän eli hapettomuuden lisäksi, kuten ympäristön olosuhteiden 
muutokset, tutkittavan kohteen alkuperäinen mikrobisto, lajien välinen kilpailu, 
saalistus, ravinteiden alueellinen vaihtelu, lämpötila ja luonnollinen sukkessio. Siten 
pelkästään pitkittyvän hapettomuuden vaikutusta yhteisöön on vaikeaa tutkia, eikä 
muiden tekijöiden vaikutusta voida sulkea kokonaan pois, vaikka tekijöitä voidaan 
pyrkiä rajaamaan. Artikkelissaan Reed ja Martiny (2007) toteavatkin, ”koska 
mikrobiyhteisö, ympäristömuuttujat ja ekosysteemin ravinteiden kierrot ovat tiukasti 
yhteydessä toisiinsa, on haastavaa tutkia suoraan mikrobien vaikutusta ekosysteemiin 
niin, että muut ympäristötekijät saadaan kontrolloitua tai otettua huomioon 
tutkimusjärjestelyissä”. 
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T-RFLP-menetelmä on voinut suosia hiekkasedimenttien vallitsevia bakteerilajeja 
ja aliarvioida yhteisön monimuotoisuutta, sillä PCR-reaktiossa monistuvat usein 
yleisimmin esiintyvät bakteerilajit (Liu ym. 1997), jolloin pienemmät bakteeriryhmät 
jäävät havaitsematta. Molekyylibiologisilla sormenjälkitekniikoilla mikrobiyhteisön 
monimuotoisuus vaikuttaa usein hieman todellista pienemmältä (Liu ym. 1997), mikä 
on voinut vaikuttaa myös tässä työssä saatuihin tuloksiin. T-RFLP-menetelmässä osa 
läheistä sukua olevista bakteerilajeista tai -ryhmistä eivät erotu toisistaan, sillä 
fylogeneettisesti läheisillä bakteeritaksoneilla katkaisuentsyymin kohdesekvenssi 
sijaitsee samassa kohdassa 16S rRNA -geeniä, jolloin eri bakteeritaksoneista peräisin 
olevasta 16S rRNA -geenistä katkeaa samanpituinen päätefragmentti. Tämä vähentää 
havaittujen T-RF:ien määrää, mistä johtuen tässä työssä havaittu bakteeriyhteisön 
monimuotoisuus ja lajien määrä voi vaikuttaa todellista alhaisemmalta. Toisaalta         
T-RFLP:n on arvioitu havaitsevan myös T-RF-fragmentteja, jotka eivät ole todellisia  
T-RF:iä, vaan ne ovat syntyneet yksijuosteisista normaalia lyhyemmistä PCR-tuotteista 
(Egert & Friedrich 2003), mikä taas voi lisätä havaittujen T-RF:ien määrää. Todellista 
bakteeriyhteisön koostumusta vääristää myös se, että geenin kopioluku vaihtelee lajien 
välillä (Liu ym. 1997). Lisäksi tulokseen vaikuttavat menetelmään liittyvät vääristymät, 
joita tulee solujen hajotuksessa, DNA:n eristyksessä ja PCR-monistuksessa (Liu ym. 
1997). Muun muassa suuremman PCR-syklien määrän on havaittu vaikuttavan lajien 
suhteellisiin osuuksiin siten, että vähemmistössä olevat lajit monistuvat enemmän kuin 
mitä niiden todellinen määrä on (Suzuki & Giovannoni 1996).  
Vaikka T-RFLP-menetelmässä käytetyt alukkeet ovat niin sanottuja universaaleja 
yleisalukkeita, sedimenttinäytteissä on voinut olla harvinaisempia bakteeritaksoneja, 
joiden 16S rRNA -geeni ei monistu käytetyillä alukkeilla PCR-reaktiossa. Sama 
alukkeiden valintaan liittyvä ongelma on kaikissa molekyylibiologisissa menetelmissä, 
sillä millään tällä hetkellä tunnetuista alukkeista ei pystytä monistamaan kaikkia 
bakteeridomeenin sekvenssejä (Liu ym. 1997). Käytetyt alukkeet olivat 
bakteerispesifisiä. Arkeonien tarkastelu ei kuulunut tähän työhön, vaikka arkeoneilla on 
monia sedimenttimikrobiyhteisön kannalta tärkeitä aineenvaihduntatoimintoja. 
Osa T-RF:istä jäi tunnistamatta, sillä ne saattoivat olla ennestään 
sekvensoimattomia bakteereja, tai virtuaaliseen sekvenssitietokantaan ei valikoitunut 
vastaavaa bakteerisekvenssiä. Sekvenssitietokanta sisältää suuren määrän                  
16S rRNA -geenin osittaisia sekvenssejä, joten T-RF:ien virtuaalitunnistuksessa tuli olla 
erityisen tarkka ja sekvenssitietokannasta kerätty sekvenssiaineisto oli käytävä 
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huolellisesti läpi, ennen kuin virtuaalisesti katkaistuja T-RF:iä verrattiin havaittujen     
T-RF:ien pituuteen. Virtuaalista tunnistusta varten jokaisesta vertailuun valitusta 
sekvenssistä piti löytyä 5’-alukkeen sitoutumiskohta, ja sekvenssin oli oltava riittävän 
pitkä, jotta sitä voitiin käyttää T-RF:n tunnistukseen. 
Iso osa tässäkin työssä havaituista bakteerifragmenteista voi olla peräisin 
lepotilassa olevista soluista, kuolleista soluista tai pelkästä sedimenttiin varastoituneesta 
DNA:sta, joka ei ole vielä ehtinyt hajota (Luna ym. 2002). PCR-menetelmällä 
monistuvat sekä elävien että kuolleiden bakteerisolujen DNA, sillä DNA voi säilyä 
näytteessä viikkoja solun kuoleman jälkeen (Josephson ym. 1993). DNA säilyy myös 
hapettomissa sedimenteissä pitkään (Corinaldesi ym. 2011). DNA:han perustuvasta 
aineistosta ei voida suoraan päätellä, millaiset aineenvaihdunnan prosessit hallitsevat 
tutkituissa sedimenteissä. Tästä syystä aineenvaihduntaan liittyvissä tutkimuksissa 
onkin keskitytty entistä enemmän RNA-aineiston tarkasteluun, joka kertoo tarkemmin 
aktiivisista prosesseista tutkittavassa ympäristössä, sillä RNA on lyhytikäistä ja sen 
määrä heijastelee ympäristön aktiivisia aineenvaihduntatoimintoja. RNA:ta syntyy 
solujen ollessa aktiivisessa tilassa, ja vapaa RNA otetaan nopeasti käyttöön proteiinien 
valmistuksessa. RNA:han pohjautuva tutkimus olisi voinut antaa tarkempaa tietoa 
todellisista aineenvaihdunnan toiminnoista näissä sedimenteissä, mutta näiden 
näytteiden kohdalla RNA-analyysit eivät olleet mahdollisia johtuen näytteiden liian 
korkeasta säilytyslämpötilasta ja pitkästä säilytysajasta ennen analyysien aloitusta. Joka 
tapauksessa T-RFLP-analyysi oli tarpeeksi informatiivinen vastatakseen 
tutkimuskysymyksiin. 
T-RFLP-menetelmä soveltui hyvin tässä työssä tutkittujen sedimenttien 
bakteeriyhteisöjen ja niiden monimuotoisuuden tarkasteluun ja sen avulla oli edullista, 
helppoa ja nopeaa vertailla eri mikrobiyhteisöjä keskenään. T-RFLP-menetelmän 
ehdottomana etuna on, että se on täysin viljelystä riippumaton menetelmä. Lisäksi       
T-RF-aineisto sopi hyvin erilaisilla tilastollisilla menetelmillä analysoitavaksi: aineistoa 
voitiin käyttää muun muassa tilastollisten monimuotoisuusindeksien laskemisessa.      
T-RFLP-analyysin tulokset ovatkin hyvin toistettavissa ja menetelmä on osoittautunut 
luotettavaksi työkaluksi etenkin erilaisten ympäristönäytteiden analysoinnissa (Osborn 
ym. 2000, Edlund & Jansson 2006). 
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5.4 Mahdolliset jatkotutkimukset 
Virtuaalinen PAT-tunnistus, joka perustui omaan geenitietokannasta kerättyyn             
T-RF-aineistoon, oli nopea ja edullinen tapa tunnistaa sedimenttien bakteeritaksonit. 
PAT-tunnistus on kuitenkin karkea tunnistustapa, joten sedimenttien todellisista 
bakteeritaksoneista ei voida virtuaalitunnistuksen perusteella olla täysin varmoja. 
Joitakin T-RF:iä on vaikea tunnistaa, sillä jotkin T-RF:t vastasivat virtuaalisen 
tunnistuksen mukaan useampia eri bakteerilajeja jopa eri pääjaksoista. 
Hiekkasedimenteissä esiintyneistä bakteerilajeista ja todellisista taksonomisista 
ryhmistä saisi tarkempaa tietoa joko sekvensoimalla näytteet kloonikirjaston avulla tai 
sekvensoimalla sedimenttinäytteet suoraan uuden sukupolven sekvensointimenetelmillä 
(next generation sequencing, NGS). Uuden sukupolven sekvensointimenetelmillä 
tuotetusta sekvenssiaineistosta voidaan sekä tunnistaa sedimenttien bakteerilajit että 
saada selville bakteerien suhteelliset osuudet tutkituissa sedimenteissä (Ram ym. 2011). 
Tarkemmalla lajianalyysillä ja funktionaalisten geenien tarkastelulla voisi aineistosta 
löytää avaintekijöitä, jotka vaikuttavat merellisten sedimenttien eliöyhteisöihin, 
esimerkiksi analysoimalla, löytyykö eri käsittelyistä toisistaan poikkeavia määriä 
sulfaatin pelkistäjiä tai ympäristöön ja muihin eliöihin vaikuttavia funktionaalisia 
geenejä. Myös kvantitatiivisella PCR-menetelmällä voisi tarkastella esimerkiksi 
hapettomassa aineenvaihdunnassa toimivia geenejä, kuten sulfaatin pelkistysgeenien, 
denitrifikaatioon ja raudan pelkistymiseen liittyvien geeni-ilmentymien määrää 
käsittelyissä. 
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6 JOHTOPÄÄTÖKSET 
Tässä työssä osoitettiin, että pitkittyvä hapettomuus muutti merkittävästi 
bakteeriyhteisöä tavalla, jolla on vaikutuksia muihin eliöihin ja ympäristöön. Happea 
läpäisemättömällä muovilla peitettyjen hiekkasedimenttien bakteeriyhteisö ja etenkin 
sen monimuotoisuus muuttui merkittävästi 48 vuorokaudessa, mutta muutoksia 
monimuotoisuudessa oli havaittavissa jo seitsemän vuorokautta hapettomana olleissa 
sedimenteissä. Kirjallisuudesta ei juuri löydy vastaavia molekyylibiologisin menetelmin 
tehtyjä tutkimuksia, joissa tarkastellaan, miten koejärjestelyin aiheutettu hapettomuus 
muuttaa bakteeriyhteisöä sukutasolla niiden luonnollisessa elinympäristössä.  
Tulosten perusteella mikrobiyhteisö on herkkä yli kuukauden jatkuvalle 
hapettomuudelle. Yhteisössä tapahtui muutoksia, jotka voivat muuttaa ravinteiden 
kiertoa tutkitussa ympäristössä. Mikrobiyhteisössä tapahtui muutoksia, jotka selittävät 
Villnäs ym. (2012) havaintoja etenkin lisääntyneen ammoniumin, rikkivedyn ja 
silikaatin vapautumisessa.  Mitä pidempään sedimentit olivat hapettomina, sitä 
enemmän sedimenteissä havaittiin deltaproteobakteereja ja rikkivetyä tuottavia 
bakteerisukuja: Desulfatiferula, Desulfovibrio ja Desulfofustis -sukuihin kuuluvia 
ehdottomia anaerobeja. Havaintojen perusteella näiden mikrobien tuottama rikkivety 
todennäköisesti nopeutti pohjaeläinten ja kasvien kuolemia tutkituissa sedimenteissä 
(Villnäs ym. 2012). Näiden sulfaatinpelkistäjien tuottama rikkivety voi häiritä myös 
typen kiertoa, jolloin ammoniumia kertyy sedimenttiin ja sen yläpuoliseen veteen. 
Sulfaatinpelkistäjien kasvanut määrä pitkään peitettynä olleissa sedimenteissä korreloi 
myös ammoniumin vapautumiseen, mikä on seurausta nitraatin pelkistyksestä tai 
ammonifikaatiosta, jossa mikrobit vapauttavat kuolleista eliöistä typpeä, mikä 
kiihdyttää vesistön rehevöitymistä. 
Pitkittyvä hapettomuus aiheutti bakteerilajiston monimuotoisuuden heikkenemisen 
tutkituissa sedimenteissä. Ilmaston lämpeneminen ja hapettomien alueiden leviäminen 
voi johtaa vastaavanlaiseen bakteeriyhteisön monimuotoisuuden köyhtymiseen 
Itämeressä, mikä heikentää entisestään tämän herkän vesiekosysteemin kykyä sietää 
stressitekijöitä. Ekosysteemistä voi hävitä myös lajeja, joilla voi olla tarjottavanaan 
tärkeitä ekosysteemipalveluja eli luonnon palveluja, kuten joidenkin bakteerilajien 
kykyä vähentää veden rehevöitymistä tai saastumista. Kun lajisto yksipuolistuu, 
heikkenee ympäristön kyky toipua häiriötekijöistä: ilmastonmuutoksen tai 
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luonnonkatastrofien todennäköisyys kasvaa, mikä haavoittaa jopa yhteiskuntia ja 
taloutta. 
Itämeri on erityisen haavoittuvainen rakenteensa ja lajistonsa puolesta. Itämeren 
kasvit, eläimet ja myös bakteerit muodostavat ainutlaatuisen eliöyhteisön, jota on 
suojeltava. Myös bakteerien rooli on otettava huomioon Itämeren suojelun kannalta. 
Mikrobiyhteisöjen koostumus onkin tärkeää huomioida, kun tarkastellaan erilaisten 
ympäristöä kuormittavien häiriötekijöiden vaikutusta eri ekosysteemeihin, sillä 
bakteereilla on merkittävä tehtävä ravinteiden kierroissa. 
Tässä työssä on saatu viitteitä siitä, miten sedimentin bakteeriyhteisö reagoi ja 
muuttuu hapettomuuden pitkittyessä, ja miten muuttuva mikrobiyhteisö voi vaikuttaa 
ravinteiden kiertoihin, joiden muutokset voivat kiihdyttää Itämeren rehevöitymistä. 
Itämeren ravinnekuormaa pitäisikin hillitä. Esimerkiksi edelleen kansainvälisessä 
liikenteessä olevat alukset voivat tyhjentää käsittelemättömiä käymälä- ja talousvesiä 
mereen yli 12 meripeninkulman eli 22 kilometrin etäisyydellä lähimmästä rannasta 
(Edita Publishing Oy 2010), mikä pitäisi minimoida edelleen, vaikka alusjätevesimääriä 
on yritetty hillitä alusjätevesikiellolla ja perustamalla lisää tyhjennysasemia satama-
alueille. Maatalouden helppoliukoisia fosforipäästöjä tulisi hillitä esimerkiksi 
hyödyntämällä tekniikoita, joilla ravinteita pystytään kierrättämään tai poistamaan 
mereen virtaavista vesistä. Myös näissä tekniikoissa pystytään hyödyntämään 
ravinteiden kiertoon osallistuvia mikrobeja.  
Saadut tulokset osoittivat, että on tärkeää ottaa huomioon mikrobit, kun 
ekosysteemissä tapahtuvia prosesseja mallinnetaan. Tämän työn tuloksia voidaan 
käyttää vesialueen tilan tarkasteluun: bakteeriyhteisön koostumusta ja sen 
monimuotoisuutta voidaan käyttää bioindikaattorina meriympäristön tilan seurannassa. 
Tätä tietoa voi olla mahdollista käyttää myös vesialueiden elvyttämisessä tukemalla 
niiden mikrobiryhmien kasvua, jotka estävät vesistön rehevöitymistä. 
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